Klinik und Poliklinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie der Technischen Universitét
Munchen — Klinikum rechts der Isar
Direktor: Univ.- Prof. Dr. Dr. K.- D. Wolff

Die Untersuchung der Wirkung autologer Wachstumsfak toren,
gewonnen aus thrombozytenreichem Plasma, auf die Wu  ndheilung von
Spalthautentnahmestellen am Oberschenkel

— eine klinische Studie

Caroline Susanne Gerlach

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fur Medizin
der Technischen Universitat Minchen zur Erlangung des akademischen

Grades eines Doktors der Zahnheilkunde genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. Ernst J. Rummeny

Prufer der Dissertation:

1. Priv.-Doz. Dr. Dr. Florian Bauer
2. Univ.-Prof. Dr. Dr. Klaus- Dietrich Wolff

Die Dissertation wurde am 28.12.2015 bei der Technischen Universitat Minchen eingereicht und durch die
Fakultat fir Medizin am 13.07.2016 angenommen.






Inhalt

Inhalt

INNAIL. .. 1]
ADBKUrZUNGSVEIZEICNNIS ... e e et s e e e e e e e e e et e e e e e e aeeeennnens Vv
ADBDIIAUNGSVEIZEICHNIS ... e e e e e e e e e e e e e eeeaanne Vil
TabelleNVErZEICANIS ... IX
1 ] 0] (=T (U T PSP 1
1.1 Die HauttranSplantation ... 1
1.1.1 AUFDAU A5 HAUL ...ttt e eee e 1

O 2 1 o [ = i (o] =1 RO TP PPPPPPPPPPP 2

1.1.3  Das VollnauttranSplantat .............ccouuueiiiiieiiiieeies e e e e e e e 2

1.1.4 Das SpalthauttranSplantat ..................uueeuereeiieeiiieiiiiieieeee e 3

1.1.5 Versorgung der Spalthautentnahmestelle...............oooo i, 4

I B 1T YU g T [ =T ][ T USSP 5
1.3 WUNAhelUNGSSIOTUNGEN ... 7
1.4 WaChStUMSTAKIOTEN ... ..o 9
I 2N [ 1= g = ] o SR 9

1.4.2 Thrombozytare Wachstumsfaktoren ............ooevviuiiiii i 9

1.4.3 Bisheriger Wissensstand zum therapeutischen Einsatz von WF................covvviviineeee. 11

1.5 Ziel und FragestellUnNgen ... i 14

2 Material Und Methode .............ooiiiiiiiii s 16
2.1 PatientenKOIEKLIV.........ooeiiiiiiiiiiieie ettt 16
2.1.1 Bestimmung der ZentrifugationSParameter...........ccoeivveeiiiiieiie e 16

2.1.2 Herstellung des thrombozytenreichen Plasmas.............cccoovieiiiiiiiiiiiiieeieen 16

2.1.3 Applikation des thrombozytenreichen Plasmas .............cccovviiiiiiiiiiiiiieeeen 20

2.1.4 Bestimmung der Laborparameter.........ccoovviiiiiiiii i 20

P D - 1 (=1 1T o g T=T o 11 o o PR 21
2.2.1 Klinische Beurteilung der Wundheilung ...........ccoooiiiiiiiiiiiiee e 21

2.2.2  Morphometrische BildanalySe .........ccoooioiiiiiiiiiii e 25



Inhalt

2.2.3 STALISHK ©eeeeeeeiieee et 26

3 EFQEDNISSE ... 27
3.1 Ergebnisse der klinischen WundheilungsanalySe.............cooovviiiiiiiiiie 27
3.2 Ergebnisse der morphometrischen BildanalySe ... 37
3.3 Ergebnisse der Analyse der Laborparameter..........cccooooeeviiieiiiiiii e 39
3.3.1 Ergebnisse der ThrombozytenfunktionsanalySe ...........ccccovvveeiiiieiiiiiiii e 39

3.3.2 Ergebnisse der ThrombozytenanreiCherung.............cccoooooiiii 40

4 DISKUSSION ... 42
4.1 Klinische WUNdheiluNgSanalySe..........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiesiseesseseee e eennnnennnnnenees 47
4.2  Morphometrische BildanalySe ...........uuuiiiiiiiiie e 51
4.3  Analyse der Laborparameter...........uuuuiiiii e i 52
4.3.1 Bestimmung der Thrombozytenfunktion ... 52
4.3.2 Herstellung und Anreicherung des PRP ... 54
4.3.3  APPlIKAtIoN S PRP..... e 56

5 ZUSAMMENTASSUNG .....tutiiiee e e e e e ee ettt e e e e e e e e e et a s e e e e e e e eeeaaaaaaeeeeaseeessssnnaeeeeeeennnnnns 58
B LILEIAIUN et e s 61
7 Y o] =T o U 69
7.1  PatientenaufKIArUNGSDOGEN .......i e e e e e eeaeaes 69
7.2 Exemplarische Dokumentation der Spalthautentnahmestellen in der Kontrollgruppe........ 72
7.3 Exemplarische Dokumentation der Spalthautentnahmestelle mit PRP........................ 75

8 LebENSIAUT.... .. 78



Abkirzungsverzeichnis

Abklrzungsverzeichnis

ADP Adenosindiphosphat

AMD Antimicrobial-impregnated dressing

AS Aminosaure

AP alkalische Phosphatase

AUC area under the curve

B-FGF basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor
(basic fibroblast growth factor)

B-TG B-Thromboglobulin

BMP Bone Morphogenetic Protein

bzw. beziehungsweise

bzgl. beziglich

CPDA Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF epidermaler Wachstumsfaktor

(epidermal growth factor)

ELISA Enzyme-linked-Immunosorbent-assay

g Gravitationskraft

GOX Glucoseoxidase

HRP Meerrettichperoxidase

IGF-1 Insulin-like growth factor 1

IL-1 Interleukin-1

KD Kilodalton

KG Kontrollgruppe

MG Molekulargewicht

PDGF Wachstumsfaktor aus Blutplattchen
(platetet derived growth factor)

PDWHF Wundheilungs-Formula aus Blutplattchen
(platetet derived wound healing formula)

PF-4 platelet factor-4

PRP thrombozytenreiches Plasma

(platelet rich plasma)

RZB relative Zentrifugalbeschleunigung
SH Spalthaut

sog. sogenannt

TGF-B transformierender Wachstumsfaktor-f3

(transforming growth factor-)
TK Thrombozytenkonzentrat

TRAP Thrombin Rezeptor Activating Peptid



VEGF

VSS
WF
ZMK

vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor
(vascular endothelial growth factor)
Vancouver Scar Scale

Wachstumsfaktor

Zahn-, Mund-, Kieferheilkunde

\



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.16:
Abb.17:
Abb.18:
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

© 0 N o 0o b~ W N P

R o =
A W N P O

19:
20:
21:
22:
23:
24:
25:
26:
27:
28:

: Aufbau der Haut; (http://www.physioderm.de/images/reddiXL/seiten_de/36_2.jpg)

: Gerinnungskaskade; (http://www.umm.uniheidelberg.de/inst/ikc/gerinnungskaskade.html)
: Materialien zur Herstellung von PRP
: CPDA-Ro6hrchen mit Blutzellen, Buffy-Coat und Plasma nach der ersten Zentrifugation
: CPDA-Rohrchen mit PRP und Plasma nach der zweiten Zentrifugation

: Zweimal 1 ml des fertig hergestellten PRP mit Resterythrozyten in Insulinspritze
: Dokumentationszeitpunkte der Spalthautenthnahmestelle

: Score fur allgemeine Wundheilungskriterien

: Morphometrische Bildanlayse

: Boxplotdarstellung von Kriterium der ,inhomogenen Wundrander*

: Boxplotdarstellung von Kriterium der ,Bildung von Epithelinseln®

. Boxplotdarstellung von Kriterium der ,am Wundrand belassene Epithelstreifen"”
: Boxplotdarstellung von Kriterium ,hyperamischer Wundcharakter*

: Boxplotdarstellung von Kriterium ,Wundschorf*

15:

Boxplotdarstellung von Kriterium ,Granulationsgewebe*
Boxplotdarstellung von Kriterium ,Fibrinbelag"
Boxplotdarstellung von Kriterium ,Rétung”

Boxplotdarstellung von Kriterium der ,nekrotischen Wundanteile*
Boxplotdarstellung von Kriterium der ,generellen Schrumpfung*
Boxplotdarstellung von Kriterium der ,Keloidbildung*
Boxplotdarstellung von Kriterium der ,abgeschlossenen Wundheilung*
Boxplotdarstellung: VSS

Boxplotdarstellung: VSS

Boxplotdarstellung: VSS

Boxplotdarstellung: VSS

Boxplotdarstellung: VSS

Saulendiagramm von morphometrische Bildanalyse

Boxplotdarstellung von: Wundoberflache, die reguléar mit Granulationsgewebe, Fibrinbelag und

Schorf bedeckt ist (3. Tag postoperativ)

Abb. 29: Boxplotdarstellung von: Wundoberflache, die regular mit Granulationsgewebe, Fibrinbelag und

Schorf bedeckt ist (7. Tag postoperativ)

Abb. 30: Boxplotdarstellung von: Wundoberflache, die regular mit Granulationsgewebe, Fibrinbelag und

Schorf bedeckt ist (10. Tag postoperativ)

Abb. 31: Boxplotdarstellung von: Wundoberflache, die regular mit Granulationsgewebe, Fibrinbelag und

Schorf bedeckt ist (60. Tag postoperativ)

Abb. 32: Korrelation Thrombozytenausgangswert — Anreicherung

VI

S.1
S.6

18
19
20
22
22
25
30
30
30
32
32
32
33
33
33
34
34
35
35
35
36
36

36
37

S. 37

S. 38

S. 38

S. 38
S.41



Abbildungsverzeichnis

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:
41:
42:

Score der allgemeinen Kriterien
Patientenaufklarungsbogen Seite 1
Patientenaufklarungsbogen Seite 2
Patientenaufklarungsbogen Seite 3
Spalthautentnahmestellen ohne PRP
Spalthautentnahmestellen ohne PRP
Spalthautentnahmestellen ochne PRP
Spalthautentnahmestellen mit PRP
Spalthautentnahmestellen mit PRP

Spalthautentnahmestellen mit PRP

Vil

.47

69
70
71
72
73
74
75
76
77



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

: Klassifikation der Spalthauttransplantate (Andreassi, A., et al., 2005, S. 45)
: Ubersicht postoperative Wundheilungsstérungen (Blank, I., 1997, S.12)
: Spezielle Wundkriterien zu den jeweiligen Dokumentationszeitpunkten

: Modifizierter Vancouver Scar Scale zur Analyse der Narbenbildung

1
2
3
4
5: Score fur allgemeine Kriterien/Auswertung der PRP-Gruppe
6: Score fur allgemeine Kriterien/Auswertung der KG

7: Statistische Auswertung der allgemeinen Kriterien/Vergleich der Analysezeitpunkte

8: Statistische Auswertung der allgemeinen Kriterien/Vergleich der beiden Gruppen

9: Statistische Auswertung der speziellen Wundheilungskriterien am 3. Tag postoperativ
10: Statistische Auswertung der speziellen Wundheilungskriterien am 7. Tag postoperativ
11: Statistische Auswertung der speziellen Wundheilungskriterien am 10. Tag postoperativ
12: Statistische Auswertung der speziellen Wundheilungskriterien am 60. Tag postoperativ
13: Analyse der Thrombozytenfunktion [AU/min (941-1563)]

14: Thrombozytenausgangswert, Anreicherung und Anreicherungsfaktor

23
24
27
28
28
29
29
31
33
34
39
40



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Hauttransplantation

1.1.1 Aufbau der Haut

Haar  Talgdrilse Tastkdrperchen

Oberhaut
[Epidermis)

Lederhiaut
(Corium)

Unterhaut
(Subeutis)

Schweildriise Haarmuskel Blutkapillaren
Abb. 1: Aufbau der Haut; (http://www.physioderm.de/  images/reddiXL/seiten_de/36_2.jpg)

Wie in Abb. 1 zu sehen ist, setzt sich die Haut aus folgenden drei Schichten
zusammen:

1. Epidermis (Oberhaut)

2. Dermis oder Corium (Lederhaut)

3. Subcutis (Unterhaut)
Die Epidermis gehort zu den Epithelgeweben. Dabei handelt es sich um ein
gefalRloses, mehrschichtiges, verhornendes Plattenepithel, das 0,03-0,5 mm dick ist.
Bei der Epidermis unterscheidet man die Leisten- und Felderhaut. Die Felderhaut
weist dabei eine durch Furchen hervorgerufene unregelméRige, rautenférmige
Felderung auf. Die Leistenhaut tritt nur an den Handflachen und Ful3sohlen auf.
Dabei findet man ca. 0,5 mm breite Leisten bzw. Rillen, deren Muster genetisch
festgelegt sind. Von innen nach auf3en kénnen in der Epidermis folgende Schichten
unterschieden werden: Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum,
Stratum lucidum und Stratum corneum (Wrassner, G., 2009, S.83-87).
Die Dermis ist fur die mechanische Festigkeit und Elastizitat der Haut verantwortlich.

In ihrem Interstitium befinden sich Zellen des korpereigenen Abwehrsystems. In die

1
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Dermis sind Haarfollikel sowie Talg-, Schwei3- und Duftdriisen eingebettet
(http://www.wundkompendium.de/cms/hautschichten.html). Die Dermis geht ohne
scharfe Begrenzung in die Subcutis dber. Die Unterhaut besteht aus
Fettgewebslappchen, deren Hauptfunktionen die Energiespeicherung,
Warmeisolation und die Polsterung gegen mechanische Einwirkungen sind

(http://www.wundkompendium.de/cms/hautschichten.html).

1.1.2 Indikationen

Eine Hauttransplantation ist dann indiziert, wenn man einen bestehenden
traumatischen oder operativen Hautdefekt nicht mehr primar verschlieRen kann oder
der primére Verschluss des Defektes zu einer funktionellen Einschrankung fuhren
wirde. Die Voraussetzung fir eine Transplantation ist, dass die zu versorgende
Wunde so beschaffen ist, dass ihr Wundbett gut durchblutet ist, um das Transplantat
in der Zielregion uber Diffusion erndhren zu kénnen. Bei der Uberwiegenden Zahl der
Hauttransplantate sind Spender und Empfanger dieselbe Person, nur in
Ausnahmefallen kann auf eine Hauttransplantation mittels glycerolkonservierter
Fremdhaut ausgewichen werden.

Zu den freien avaskularen Hauttransplantaten werden die Voll- und
Spalthauttransplantate gezahlt sowie lokal gestielte Hauttransplantate, wie zum
Beispiel Schwenk- oder Rotationslappen, gefal3gestielte Fernlappen und
mikrovaskulare Transplantate. Die Entscheidung fur das jeweilige Vorgehen wird von
einer Vielzahl verschiedener Faktoren beeinflusst. Bei der Art der Blutversorgung
muss zwischen der direkten Versorgung des Lappens durch das Wundbett und der
indirekten Versorgung der Lappen mit Gefal3neuanschliissen entschieden werden.
AuBerdem wird der Ort der Lappenentfernung in die Entscheidung miteinbezogen,

um zwischen einer Nah- bzw. Fernplastik zu wahlen (Knapp, K., et al., 1999, S. 780).

1.1.3 Das Vollhauttransplantat

Das Vollhauttransplantat besteht aus der Epidermis und dem gesamten Korium. Die
Transplantation von Vollhaut ist an Wundbereichen mit mechanisch stark
beanspruchten Stellen angezeigt sowie wenn das Transplantat von gleicher
Beschaffenheit (Farbe und Textur) sein soll. Auch bei sehr grof3en und tiefen

Hautdefekten und bei fehlender Granulationstendenz kénnen Vollhauttransplantate
2
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indiziert sein. Die GroRRe der Transplantate ist durch die Entnahmestelle limitiert, da
diese entweder durch eine primare Naht oder eine einfache Lappenplastik
verschlossen werden muss. Vollhauttransplantate zeichnen sich durch eine geringe
Schrumpfungstendenz und sehr hohe Belastbarkeit aus — dies stellt im Vergleich zu
Spalthauttransplantaten einen erheblichen Vorteil dar (Chick, L. R., 1988, S. 358).

1.1.4 Das Spalthauttransplantat

Bei einem Spalthauttransplantat werden im Gegensatz zum Vollhauttransplantat die
Epidermis und Teile der Dermis mit einer Dicke von 0,2-0,6 mm entnommen und
transplantiert. Grundsatzlich kann man die Spalthauttransplantate in drei Gruppen
unterteilen. Man unterscheidet dabei nach der Dicke der Transplantate, die
entscheidend fir die spatere Pigmentierungsstruktur und funktionelle Qualitat ist. Die
Spalthauttransplantate werden in dinne, sog. Thiersch-Ollier-Transplantate (0,15—
0,3 mm), mittlere, sog. Blair-Brown-Transplantate (0,3-0,45 mm), und dicke, sog.
Padgett-Transplantate (0,45-0,6 mm), unterteilt. Vollhauttransplantate, die auch als
Wolfe-Krause-Transplantate bezeichnet werden, sind in der Regel dicker als 0,6 mm
(Andreassi, A., et al., 2005, S. 333).

Klassifikation

Dinn 0,15-0,3 mm Thiersch-Ollier-Transplantate
Mittel 0,3-0,45 mm Blair-Brown-Transplantate
Dick 0,45-0,6 mm Padgett Transplantate

Tab. 1: Klassifikation der Spalthauttransplantate (A ndreassi, A, et al., 2005, S. 333)

Dunne Transplantate sind gegenuber dem Empfangerbett sehr anspruchslos und
hinterlassen am Entnahmeort kaum Narben. Sie sind jedoch oftmals sekundéren
Schrumpfungen unterworfen, da die sehr diinne Haut nur wenig widerstandsfahig ist.
Aufgrund der fehlenden Anteile der Dermis unterliegen die dementsprechenden
Bereiche einer nicht unerheblichen Retraktion. Dinne Transplantate werden aus
diesem Grund Uberwiegend an Orten mit geringer Beweglichkeit, wie z. B. am
Unterschenkel, verwendet (Andreassi, A., et al., 2005, S.46), (Altmeyer, P., 2010,
S.81). Am haufigsten werden mittlere Spalthauttransplantate angewendet, da sie
kaum sekundare Schrumpfungen entwickeln. Bei diesen Transplantaten werden
haufig an der Entnahmestelle hypertrophe Narben und Keloidbildungen beschrieben
(Altmeyer, P., 2010, S.84).
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Zur Entnahme der Spalthauttransplantate dienen Dermatome, bei denen Dicke und
Breite der Spalthaut variabel verstellbar sind. Vor der Behandlung konnen die
Donorregion und das Dermatommesser mit einem Silikon-Gleitspray bespriht
werden, um das Heben der Spalthaut zu erleichtern. Nach gleichmafiigem
Anspannen der Spalthautentnahmestelle erfolgt die Transplantatentnahme mit dem
Dermatom. Es folgen eine sorgfaltige Blutstilung sowie die Anpassung des
Transplantates mit anschlieRender Fixation im Empfangerbett mittels Nabht,
Klammern und Fibrinkleber.

Ein Grol3teil der Spalthautentnahmestellen heilt folgenlos ab. Es werden jedoch nicht
selten Wundheilungsstérungen in diesen Bereichen beschrieben, die nicht selten
einen zweiten operativen Eingriff erforderlich machen (Belli, E. et al., 1999, S.63).

1.1.5 Versorgung der Spalthautentnahmestelle

Der Spalthautentnahmedefekt stellt im klinischen Alltag aus &sthetischen Griinden
und aufgrund des schmerzhaften Charakters dieser iatrogen verursachten Wunden
eine grol3e Herausforderung dar. Bei der postoperativen Wundbehandlung hat man
sich heute von den friher gebrauchlichen trockenen Wundauflagen entfernt und die
positiven Eigenschaften einer feuchten Wundversorgung erkannt (Jones, V. et al.,
2006, S. 777; Knapp, K. et al., 1999, S. 178).
Zu diesen heute gebrauchlichen Verbanden gehoren:
» Hydrokolloidverbande;
* Haemostypische Verbande;
» Fettgaze und/oder Salbenwundauflagen;
* Wundfolien, Auflagen und Epigraft-Kompressen wie Cuticell® (BSN medical,
Hamburg);
» Beschichtete Silikonauflagen wie Cica-Care® (Smith&Nephew, Tuttlingen);
* Polyurethanfolie wie Barriere Flex® (Naturelize, Bad Emstai) und Mepilex®
(MoélInlycke Healthcare, Erkrath);
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1.2 Die Wundheilung

,Die Wundheilung ist die Zusammenfassung samtlicher physikalisch-chemischer,
biochemischer, biologischer und morphologischer Vorgange, die ein gemeinsames
Ziel haben: Wiederherstellung der Gewebeeinheit durch Bildung neuer Strukturen,
die mehr oder weniger der urspringlichen Funktion gewachsen sind“ (Sedlarik, K. M.,
1993, S. 8).

Jeder chirurgische Eingriff geht zunachst mit einer Gewebedurchtrennung einher.
Dabei werden verschiedene Gewebetypen in ihrer strukturellen Integritat verletzt. Je
nach GroBe und Lokalisation konnen die Auswirkungen fur den Organismus
unterschiedlich schwere Konsequenzen bis hin zum Tod haben. Die Lasionen
kénnen im Weichgewebe, im Hartgewebe oder in beiden Schichten entstehen. Der
Organismus versucht die verletzte Struktur wiederherzustellen oder zu ersetzen.
Dabei stellt die Wundheilung einen natirlichen biologischen Prozess dar, der bereits
binnen Minuten nach der Wundsetzung beginnt.

Die Phasen der Wundheilung sind das Ergebnis eines Zusammenspiels von
katabolen und anabolen Prozessen, wobei vier morphologische Phasen
unterschieden werden (Ehrenfeld, M., 2006, S.206).

In der exsudativen Phase fullt sich die frische Wunde mit Wundsekret und es kommt
zum Einbluten in den Defekt. Durch die Verletzung des Endothels von Blutgefal3en
werden die Thrombozyten veranlasst, sich an die geschadigte GefalRwand
anzuheften und zu aggregieren. Dabei kommt es zur priméren Blutstillung durch
Eintritt der Blutgerinnung. Dariiber hinaus erfolgt die Freisetzung von thrombozytéren
Wachstumsfaktoren (WF), welche die Proliferation der Endothelien und Fibroblasten
stimulieren. Gleichzeitig fuhrt eine Kaskade von proteolytischen Reaktionen zur
Aktivierung verschiedener Serinproteasen, die Fibrinogen zu Fibrin umsetzen und
den Koagulationsvorgang initiieren. Zirkulierende Inhibitionsfaktoren wirken einer
UberschieRenden Gerinnung entgegen. Die Auflosung des Blutgerinnsels wird durch
die gleichzeitige Aktivierung des fibrinolytischen Systems lber das aktive Plasmin
katalysiert. Durch die Anlockung von Makrophagen und Granulozyten und die
Freisetzung von Proteasen wird die Beseitigung von geschadigten und nekrotischen
Zellen veranlasst (Singer, A.J. et al., 1999, S.738).
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Intrinsischer Weg(Minuten)
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Abb. 2: Gerinnungskaskade; (http://www.umm.uni-heid elberg.de/inst/ikc/gerinnungskaskade.html )

Wahrend der resorptiven Phase kommt es zur Einwanderung von neutrophilen
Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten, die die Wundreinigung und
Infektabwehr antreiben. Es werden Enzyme, wie Hydrolasen und Proteasen, sowie
WEF, z. B. B-FGF, freigesetzt (Ehrenfeld, M., 2006, S.2006).

In der proliferativen Phase wandern Fibroblasten, angelockt durch WF und Zytokine,
in das Wundgewebe ein und bewirken eine Kontraktion der Wunde (Falanga, V. et
al., 1994, S.1022). Durch die Synthese von Bindegewebspeptiden entsteht eine
locker strukturierte und provisorische Wundmatrix. Es treten in dieser Phase
Kapillarendotheleinsprossungen sowie eine Epithelialisierung der Wundrandbereiche
ein. Histiozyten losen zeitgleich einen Proliferations- und Differenzierungsschub
durch die Bildung von Fibroblasten und Angioblasten aus. Es kommt zur Bildung von
Granulationsgewebe (Thompson, W.D. et al., 1991, S.311).

In der reparativen Phase der Wundheilung beginnt die Wanderung von basalen
Keratinozyten aus dem Wundrand zur Mitte der Wunde. Es kommt zur Ausreifung
von kollagenen Fasern (Saarialho-Kere, U.K. et al., 1995, S.982). Die basalen
Keratinozyten benltzen die intakte Basalmembran oder die provisorische
Wundmatrix als Leitschiene. Es entsteht eine erste Kontinuitat des Gewebes
(Ehrenfeld, M., 2006, S.206).
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Die Grundlage fur diesen Wundheilungsprozel ist ein komplexes Zusammenspiel
aus Zytokinen und WF auf molekularer Ebene. Diese WF sind in verschiedenen
Zellen gespeichert und werden beim Wundheilungsprozess getriggert freigesetzt.

Das Ziel der Wundheilung ist eine vollstandige Wiederherstellung von Form und
Funktion des Gewebes, der restitutio ad integrum. Dies ist oftmals nicht méglich,

sodass sich Narbengewebe in Form einer Defektheilung bilden.

1.3 Wundheilungsstdrungen

Als Wundheilungsstérung bezeichnet man einen atypischen und verzégerten
Wundheilungsverlauf. Allgemein kann es bei allen Arten von Wunden zu solchen
Storungen wahrend der Abheilungsphase kommen. Die Haufigkeit nimmt dabei mit
der Komplexitdt der Wunde zu. Die Heilung und Behandlung komplizierter Wunden
wie zum Beispiel aktinischer Wunden (Strahlenwunden), die durch die Bestrahlung
ionisierender Strahlen entstehen, missen als wesentlich problematischer eingestuft
werden als die Behandlung einfacher Wunden wie zum Beispiel mechanisch
verursachter Wunden. Unterschieden werden kénnen Wunden in mechanisch
verursachte Wunden (Schnitt-, Schurf-, Platzwunden), thermische Wunden
(Verbrennungen, Erfrierungen), chemische Wunden (Veratzungen durch Sauren oder
Basen) oder auch Strahlenwunden (Bestrahlung durch ionisierende
Roéntgenstrahlung) (Blank, I., 1997, S. 10).

Wundheilungsstorungen kénnen aseptische und septische Ursachen haben:

e zu den akuten, aseptischen Wundheilungsstérungen zahlen:
Wundhamatome, Serome, Wundrandnekrosen, Wunddehiszenzen

e zu den chronischen aseptischen Wundheilungsstérungen zahlen:
hypertrophe Narben, Keloidbildung, atropher Ulkus

» akute, septische Wundheilungsstérungen kénnen pyogenen, putriden,
anaeroben, viralen sowie toxischen Ursprungs sein

* zu den chronischen septischen Wundheilungsstérungen zahlen: Fisteln,

infizierte Ulkuse
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Hohlraum im

untergang z.B.
durch

Wunddehiszenz

entweder

Weichteil- Wunddehiszenz _ ,
Serom Wundinfektion

nekrosen / Ruptur

Gewebe- Postoperative

Bakterielle Infektion

einer primar sterilen

_ ungenigende komplett (alle Wunde mit
Wundgebiet, _ _
_ , Durchblutung, Schichten), Ausbildung von Pus,
o in dem sich _ _ _
Definition die zu inkomplett kann von einer
Blut, Serum _ _
oberflachlichen | (intaktes Membran umgeben
und Lymphe _ _ _
oder tiefer Peritoneum) oder | (Abszess) oder diffus
ansammeln _ _ _
gelegenen inapparent im Gewebe verteilt
Weichteil- (Hautnaht noch sein (Phlegmone)
nekrosen fuhrt geschlossen)
Durch Reiz- Ischamisierende
zustande im | Bei inadaquater | Néhte, _
_ , N Vielzahl von
Wundgebiet Schnittfiihrung, Malnutrition,
Faktoren: u.a.
z.B. durch starker Faktor XIII-
o Abwehrlage,
Entstehung Fremdkorper | Traumatisierung | Mangel, _
_ o Fremdkorperreiz,
oder bei der Haut, Adipositas, _
_ _ _ Keimanzahl,
behindertem | falsche Diabetes mellitus, , _
_ o Gewebeischéamie
Lymph- Nahttechnik Kortikoide,
abfluss Antibiotika
Blick- Blickdiagnose, Blickdiagnose, _ _
_ _ _ Oftmals prima vista-
_ _ diagnose, Blutbild und sanguinolente _
Diagnostik _ _ _ Diagnose,
Palpation, Gerinnungs- Wundsekretion, _
_ Leukozytose, Fieber
Sonographie | kontrolle Darmparalyse

Tab. 2: Ubersicht postoperative Wundheilungsstérung

en (Blank, I.,

1997, S.12)
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1.4 Wachstumsfaktoren

1.4.1 Allgemein

Bei den WF handelt es sich um eine heterogene Gruppe von Polypeptiden, die der
Informationstibertragung von Zelle zu Zelle dienen und in allen Phasen der
Wundheilung eine wichtige Rolle spielen. Die wesentlichen Aufgaben der WF stellen
die chemotaktische Aktivitat zur Anlockung von Entziindungszellen und Fibroblasten
sowie die Kapillareinsprossung im Wundmilieu dar (Lippert, H., 2002, S.163).

Dabei lassen sich im Bereich der gesetzten Wunde nahezu alle bekannten WF
beobachten (Hunt, T.K. et al., 1989, S.111). Zu den wichtigsten, WF herstellenden
Zellen gehoren die Thrombozyten, Makrophagen, Epithelzellen, Fibroblasten und
Endothelzellen. Teilweise kénnen die Faktoren jedoch auch von inneren Organen,
wie Lunge, Milz und Herz, produziert werden (Lippert, H., 2002, S.163).

Die WF konnen autokrin, parakrin und endokrin Einfluss nehmen. Dabei erfolgt die
Wirkung durch die Bindung an den jeweiligen Rezeptoren auf der Oberflache der
Zielzelle (Lippert, H., 2002, S.163).

Fur diese Funktion spielen die thrombozytdren WF die wichtigste Rolle.

1.4.2 Thrombozytare Wachstumsfaktoren

Seit den 1980er Jahren ist bekannt, dass die WF, die physiologisch in der a-Granula
der Thrombozyten gespeichert sind, entscheidende Faktoren fir die Wundheilung
darstellen (Busch, C. et al., 1976; , S.493). Durch die Offnung und Aktivierung dieser
a-Granula bei der Thrombozytenaggregation in der initialen Phase der Wundheilung
kommt es zur Ausschittung der Wachstumsfaktoren und damit zum gewiinschten
Wirkungseintritt der WF. Zu den thrombozytdren Wachstumsfaktoren gehoren:

PDGF

PDGF wird von Thrombozyten, Fibroblasten und Endothelzellen produziert. Das
Glykoprotein ist ein Dimer mit einem MG von 24 KD und ist aus den Peptidketten A
und B zusammengesetzt. Es baut sich variabel aus den beiden Peptidketten auf und

kann in den Isoformen AA, AB und BB auftreten.
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Der thrombozytare PDGF tritt am haufigsten in der Isoform AB auf, wohingegen
andere PDGF produzierende Zellen die homodimere Isoform produzieren (AA bzw.
BB) (Lippert, H., 2002, S.163).

Die A-Kette kann entweder aus 110 oder 125 Aminoséuren bestehen, die B-Kette ist
aus 109 Aminosauren aufgebaut (Johnsson, A. et al., 1984, S.921). Es gibt zwei
spezifische Rezeptoren (a und b), an die sich alle 3 Isoformen des PDGF binden
kobnnen. PDGF wirkt auf parakrinem und autokrinem Weg chemotaktisch und
mitogen auf die Proliferation von mesenchymalen und hamatopoetischen Zellen.
Durch die Stimulation zur Produktion von Hyaluronsdure, Fibronektin und
Kollagenasen wird auch die Wirkung auf die extrazellulare Matrix beschrieben
(Lippert, H., 2002, S.163).

TGF-B

Es wurden bisher 5 Isoformen des TGF-B beschrieben. Nur die Formen TGF-f1,
TGF-B2 und TGF-B3 spielen fir den Menschen eine wichtige Rolle. Das Peptid hat
aktiv ein MG von 20 KD, wobei es die biologische Aktivitdt durch die Bindung an
Proteine (z. B. an a-Makroglobulin) reguliert. Nahezu samtliche Zellen besitzen
Rezeptoren fur das TGF-B. Der WF wird aus Thrombozyten, Makrophagen,
Fibroblasten, Keratinoblasten und Lymphozyten hergestellt und wirkt einerseits durch
die reversible Hemmung des Zellwachstums - insbesondere des ektodermalen
Ursprungs — und andererseits chemotaktisch und mitogen auf Fibroblasten (Lippert,
H., 2002, S.163).

EGF

EGF wird in den Thrombozyten, Nieren, Speicheldrisen und Tranendrisen
sezerniert. Sein MG liegt bei 6,2 KD und bindet an den EGF-Rezeptor der Zielzellen.
Er wird mit der Proliferation und Migration der epithelialen Zelltypen in
Zusammenhang gebracht (Lippert, H., 2002, S.163).

IGF

IGF-1 steht in Verbindung mit dem Proinsulin und wird wie dieses durch limitierte
Proteolyse aktiviert. Beim aktivierten Peptid betragt das MG 7,6 KD. Die in
Thrombozyten, Lunge, Herz, Pankreas und Gehirn produzierten WF wirken endokrin
und stimulieren die Proteinsynthese sowie die Proliferation von Fibroblasten (Lippert,
H., 2002, S.163).

10
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B-FGF

Das MG betragt beim B-FGF 15 KD. Der Faktor wirkt mitogen und chemotaktisch auf
Fibroblasten, glatte Muskelzellen, Endothelzellen und Keratinozyten (Aktas, G. et al.,
2000, S.227).

PF-4

Dieses Glykoprotein spielt eine Rolle bei der Blutgerinnung und besitzt ein MG von
14 KD (Proudfoot, A.E. et al, 1995, S.19). Es kommt durch den WF zur
Einwanderung von Epidermiszellen und Entziindungszellen und zu einer Proliferation

von Endothelzellen.

B-TG

B-Thromboglobulin ist Bestandteil der alpha-Granula und wird so wie auch die WF in
grolien Mengen bei der Thrombozytenaktivierung freigesetzt. Es bewirkt in grofem
Mal3e den Bindegewebsaufbau und wirkt gleichzeitig chemotaktisch auf Fibroblasten
(Majumdar, S. et al., 1991, S.5785).

1.4.3 Bisheriger Wissensstand zum therapeutischen Einsatz
von WF

Die Wundheilung ist ein komplexer Vorgang, der ein enges Zusammenspiel
unterschiedlichster Mechanismen aus zellularen und humoralen Faktoren darstellt.
Die Kenntnis dartber hat schon frih dazu gefuhrt, durch gezielte Beeinflussung den
gesamten Prozess zu beschleunigen bzw. bei verzdgerter Wundheilung diesen zu
optimieren. Zum einen werden hierzu einzelne, gentechnisch hergestellte
Wachstumsfaktoren, wie z. B. BMPs, appliziert und zum anderen kdrpereigene
Wachstumsfaktoren gewonnen und in die Defektregionen eingebracht. Hierzu ist u.
a. das Plattchenreiche Plasma zu zahlen (Lee, H.W. et al., 2008, S.691). Bereits im
Jahr 1969 wurden erstmals von Schulte et al. Versuche unternommen, die
physiologische Anzahl von Thrombozyten (150-300 tsd/ul) durch Zentrifugation von
Vollblut zu erh6hen. Das zentrifugierte Eigenblut wurde in der Studie zur Fillung von
Zysten im Kieferbereich verwendet, mit dem Ergebnis, dass eine verminderte
Koagulumretraktion und somit eine Koagulumstabilisierung entstand (Schulte, W.,
1969, S.854). Die Knochenheilung war dadurch besser.

11
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1997 kam es durch Whiteman et al. zur Erstbeschreibung von PRP als sog. platelet
rich plasma. Ziel der Studie waren eine verbesserte kndcherne Regeneration bei
Sinusbodenelevationen, oronasalen Fisteln, Mund-, Antrum- Verbindungen und
Kieferspaltosteoplastiken sowie ein positiver Weichteileffekt (Whitman, D.H. et al.,
1997, S.1294).

1998 wurde von Marx erstmals der Einsatz von PRP zur Verbesserung des
Einheilverhaltens von Knochenaugmentaten beschrieben (Marx, R.E. et al., 1998,
S.638). Infolgedessen wurde eine Vielzahl von Studien zum Thema PRP
durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Studien waren sehr unterschiedlich. Weibrich et
al. untersuchten diesen Effekt abhangig von der erreichten
Thrombozytenanreicherung im PRP und verglichen diesen mit der erzielten
Knochenregeneration nach Implantatsetzung. Das Ergebnis dieser Studie zeigte,
dass das PRP mit der Thrombozytenkonzentration von 1.000.000/ul die besten
Ergebnisse in Bezug auf Knochendichte, Stabilitit und Regeneration erbrachte.
Begleitet wurden diese Ergebnisse von einer ebenso verbesserten
Weichteilregeneration (Weibrich, G. et al., 2004, S.665).

2007 fuhrten Jerdme A. H., Lineboom et al. eine Studie Uber PRP und die
Wundheilung bei Patienten mit beidseitiger Sinusbodenelevation und eine
Implantatsetzung mit Eigenknochentransplantaten durch. Untersucht wurde der
Einfluss von PRP auf die Wundheilung und die Gefal3dichte in der Mukosa. Dabei
erfolgte die Herstellung des PRP nach der sog. Curasan-Zentrifugations-Methode
(Weibrich, G. et al., 2002, S.665). Bei dieser Methode kommt es zu einer ersten
Zentrifugation von 8,5ml Zitratblut in einer herkdbmmlichen Laborzentrifuge fir 10
Minuten bei 2.400 Umdrehungen pro Minute. Das die Thrombozyten enthaltende
Plasma wird mit einer langen Kanile in eine weitere Monovette Uberfihrt. Danach
erfolgt eine zweite Zentrifugation fur 15 Minuten bei 3.600 Umdrehungen pro Minute.
Der so entstandene thrombozytenarme Plasmauberstand wird bis auf eine etwa 0,3
bis 0,5 ml Schicht (PRP) abpipettiert (Weibrich, G. et al., 2002, S. 665). Die
Herstellung des in dieser Studie verwendeten PRP’s erfolgte in Anlehnung an die
Methode von Weibrich et al. und Fa. Curasan.

Eine weitere Studie von Barry L. Eppley et al. zog eine genaue Analyse des PRP mit
dem Fokus auf die Plattchenanzahl sowie die Anzahl und Art der Wachstumsfaktoren
im PRP nach sich (Eppley, B.L. et al., 2006, S.145).
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Die  meisten  Studien mit dem  Versuch der Herstellung eines
Thrombozytenkonzentrates erreichten durchschnittlich eine drei- bis vierfache
Anreicherung.

In den letzten Jahren wurde PRP ebenfalls mit groRen Behandlungserfolgen bei
Weichteildefekten eingesetzt (Knox, R.L. et al., 2006, S.260); (Rozman, P. et al.,
2007, S.156); (Roukis, T.S. et al.,, 2006, S.139). Dabei wurde v. a. die positive
Wirkung des PRP auf die Zelldifferenzierung verifiziert. Die Beeinflussung der an der
Wundheilung beteiligten Zellen, wie den Keratozyten, Endothelzellen, Fibroblasten
sowie den Leukozyten, und die postitive Stimulation der Cytokinrezeptoren mittels
der bekannten WFs konnte dabei mehrfach belegt werden. Darlber hinaus wurden
vergleichende Studien lber die verschiedenen Verfahren der Herstellung von PRP
sowie zur Thrombozytenanzahl und Wirkung der verschiedenen WF durchgefihrt
(Castillo, T.N. et al., 2011; , S.266).
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1.5 Ziel und Fragestellungen

Im klinischen Alltag stellen die Versorgung und die Behandlung von
Spalthautentnahmedefekten oftmals Probleme dar. Es wird eine Unterstltzung des
Wundheilungsprozesses sowie eine Reduktion von Wundinfektionen und
Wundheilungsstorungen bei der Wundversorgung angestrebt. Die Optimierung der
Wundheilung spielt zum einen eine wichtige Rolle bei der Wirtschaftlichkeit der
Wundversorgung, zum anderen fuhrt eine Reduktion der postoperativen
Wundschmerzen zu einer erheblich verbesserten Patientenzufriedenheit. Wie bei
jeder iatrogen verursachten oder chronisch bestehenden Wunde kann es zu einer
Infektion im Rahmen der Wundsetzung bzw. Wundversorgung kommen, die zu einer
erheblichen Wundheilungsstorung fuhren kann. Als haufigstes klinisches Bild treten
hypertrophe Narben, Keloidbildung und Wundinfektionen an den Entnahmestellen
auf (Altmeyer, P., 2010, S.84); (Belli, E. et al., 1999, S. 63).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in einer prospektiven, randomisierten Studie den
Effekt von PRP in der Behandlung von Spalthautentnahmestellen zu untersuchen.

Es sollte der zeitliche Verlauf und der Fortschritt der Wundheilung an den
postoperativen Tagen 3, 7, 10 und 60 nach Wundsetzung beurteilt und die
Behandlung der Spalthautentnahmestellen mit PRP und ohne Verwendung von PRP
verglichen werden.

Die Beurteilung erfolgte subjektiv mittels eines Narbenscores (Vancouver Scar Scale)

und objektiv mittels computerunterstitzten Messverfahren (ImageJ®).

Auf folgende Fragestellungen wird eingegangen:

* Wie zeigt sich der klinische Wundheilungsprozess im postoperativen Verlauf?

* Ist es mdglich, eine Beschleunigung bzw. Verbesserung der Wundheilung zu

erkennen?

« Kann die Asthetik der Narbenbildung im Vergleich verbessert werden?
« Kommt es wahrend der Behandlung zu einer verminderten / vermehrten
Wundinfektion?
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Die vorliegende Arbeit ist Teil einer gemeinsamen Studie, die mit der Doktorandin
Christiane Elisabeth Muller durchgefuhrt wurde. Diese untersuchte die Wirkung von
PRP auf die Radialistransplantatentnahmestellen. Der Titel dieser Arbeit lautet: ,Die
Untersuchung der Wundheilung komplexer Wunden am Beispiel von
Radialistransplantatentnahmestellen nach Behandlung mit autologen
Wachstumsfaktoren.” Da diese Arbeit zum Zeitpunkt der Veroffentlichung der
vorliegenden Arbeit noch nicht eingereicht ist, kann auf diese Arbeit nur Bezug
genommen und nicht zitiert werden. Zu moglichen Uberschneidungen kann es
aufgrund eines gemeinsamen Patientenkollektives kommen, welches mit dem in
dieser Studie hergestellten PRP an zwei verschiedenen Wunden behandelt wurde
und die Wundheilung dieser beiden Wunden getrennt voneinander dokumentiert und
analysiert wurde. Die Beschreibung der Methode zur Herstellung des PRP, zur
Applikation des PRP und der Bestimmung der Laborparameter mit den
dazugehorigen Abbildungen 3, 4, 5, 6, 7, 8 und 9 konnen Ubereinstimmungen
aufweisen. Die Beschreibung der Ergebnisse bei der Untersuchung und Analyse der
Laborparameter und der Anreicherung des PRP mit den dazugehérigen Abbildungen
34, 35, 36 und den Tabellen 13 und 14 konnen ebenso Ubereinstimmungen

aufweisen.
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2 Material und Methode

2.1 Patientenkollektiv

Es wurden Patienten mit einer radikalen Tumorresektion mit simultaner, plastischer
Rekonstruktion mittels eines mikrovaskularen Radialistransplantates und der
Deckung der Entnahmestelle mit Spalthaut vom Oberschenkel (Dicke der
Transplantate: 0,6 mm) in diese Studie eingeschlossen. Insgesamt wurden 30
Patienten (12 Frauen und 18 Manner) in die Studie integriert. Das Durchschnittsalter
lag bei 62 Jahren. Es wurden keine Ausschlusskriterien, wie Allgemeinerkrankungen
(z. B. Diabetes, Herz-Kreislauferkrankungen, Infektionskrankheiten), Alter oder
Geschlecht fiur die Teilnahme an dieser Studie festgelegt. Alle Patienten wurden
schriftlich und personlich tber die Studie 24 Stunden préoperativ aufgeklart. Die
Prifung und Genehmigung des Versuchsprotokolls erfolgte durch die

Ethikkommission der Technischen Universitat Minchen (Projektnummer: 2730/10).

2.1.1 Bestimmung der Zentrifugationsparameter

Parallel und vorbereitend zu dieser klinischen Studie wurden am Lehrstuhl fur
Medizintechnik der Technischen Universitdt Minchen (Prof. Dr. Dr. Wintermantel)
invitro Untersuchungen zur Herstellung von Thrombozytenkonzentraten in
Abhangigkeit von Thrombozytenzahl im Vollblut, Aktivierungszustand, beinhalteten
WF und Kontaminierung durchgefiihrt, um eine wissenschaftliche Basis fur die
Herstellung eines vollautomatischen Gerates zu schaffen. Durch die Durchfihrung
einer praklinischen Studie wurden die optimalen Zentrifugationsparameter fur die
Herstellung der Thrombozytenanreicherung festgelegt. Diese Parameter konnten zur

klinischen Herstellung des PRP Gibernommen werden.

2.1.2 Herstellung des thrombozytenreichen Plasmas

Es wurden fur die Blutentnahme, die Herstellung von PRP, die Zahlung der
Blutplattchen sowie die Bestimmung der WF in den verschiedenen Proben folgende

Instrumente und Gerate verwendet:
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1. Zentrifuge Universal 32/32 R (Andreas Hettich GmbH & Co KG),
Rotor 1624 (Tuttlingen),
2. S-Monovette 8,5 ml CPDA (1 ml) (SARSTEDT, Numbrecht),
3. S-Monovette 2,7 ml EDTA (1,6 mg) (SARSTEDT, Numbrecht),
4. Einmalinjektionskanilen 0,90 x 70 mm u. 0,80 x 40 mm BL/LB (Braun,
Melsungen),
Multiadapter fir S-Monovetten (SARSTEDT, Numbrecht),
Insulinspritze Olunifix® 40 solo U-40 1 ml/40 |.U. (Braun, Melsungen),
Eppendorfgefal? CryoPure 1,8 ml steril (SARSTEDT, Numbrecht),
Hirudin (Dynabite-Munich-German),
ELISA Quantikine Human PDGF-AB Immunoassay (R&D Sytems, Inc.,
Minneapolis),
10.Multiplate-System, (Fa. Dynabyte GmbH, Muinchen), Gerate-Nr. 100148-
MKC_AA_GE-G-Multiplate.1-0351,
11. Eppendorf Centrifuge 5415D (SARSTEDT, Numbrecht),
12.Eppendorf Research Pipette (SARSTEDT, Nimbrecht)

© 0 N o 0

Abb. 3: Materialien zur Herstellung von PRP:  A=EDTA-R&hrchen, B=Trapp- R&hrchen, C =Adapter,
D=CPDA-Ro&hrchen, E= Eppendorfgefall, F=Insulinspritze, G=Eppendorfgefal3, H= Kandlen ; (siche Mller,
C., 2015: ,Die Untersuchung der Wundheilung komplexer Wunden am Beispiel von
Radialistransplantatentnahmestellen nach Behandlung mit autologen Wachstumsfaktoren.“ , unpublished
manuscript, MKG, TU-Minchen)
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Zur Herstellung von autologem Thrombozytenkonzentrat wurden den Patienten
intraoperativ Uber einen arteriellen oder vendsen Zugang insgesamt 68 ml Blut (8
SARSTEDT CPDA-R6hrchen, siehe Abb. 3D) abgenommen. Um die homogene
Durchmischung des Vollblutes mit den Antikoagulanzien zu gewahrleisten, wurden
die CPDA-Ro6hrchen direkt nach der Entnahme 10-15-mal per Hand geschwenkt.
Zusatzlich wurde fiur ein grof3es Blutbild ein weiteres EDTA-ROhrchen (2,7 ml, siehe
Abb. 3A) entnommen, um die im Blut befindliche Anzahl der Thrombozyten zu
bestimmen. AnschlieRend wurden alle CPDA-R6hrchen in der Zentrifuge bei einer
Umdrehung von 1.750 g (RZB) fir 6 Minuten zentrifugiert.

Durch die Zentrifugation ergab sich eine Separation des Vollblutes in folgende drei
Fraktionen (siehe Abb. 4):
* Am GefalRboden befanden sich hauptsachlich Erythrozyten.

« Uber die Erythrozyten lagerte sich der sog. Buffy Coat ab.
» Die dritte Schicht bestand vorwiegend aus Plasma.

Der Plasmauberstand wurde mit Neutralmonovetten und Kantilen (siehe Abb. 3B, C,
H) abpipettiert, wobei darauf geachtet wurde, dass auch der Zellrasen unmittelbar
Uber der Erythrozytensaule, der sog. Buffy Coat, bestehend aus Leukozyten und
Thrombozyten, mitaufgenommen wurde. Ebenfalls wurde eine geringe Menge an
Erythrozyten abpipettiert.

zellarmes Plasma

Blutzellen:
2.B. Erythrozyten,
Leukozyten

Abb. 4: CPDA-R&hrchen mit Blutzellen, Buffy-Coat und Plasma nach der ersten Zentrifugation; (siehe
Miiller, C., 2015: ,Die Untersuchung der Wundheilun g komplexer Wunden am Beispiel von
Radialistransplantatentnahmestellen nach Behandlung mit autologen Wachstumsfaktoren.”, unpublished
manuscript, MKG, TU-Munchen)
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Das Plasma mit Buffy Coat wurde anschlieend in CPDA-freie Monovetten
abpipettiert und diese in einem zweiten Zentrifugationsdurchgang mit einer
Umdrehung von 2250 g (RZB) fur 9 Minuten zentrifugiert (siehe Abb.5).

Es ergab sich eine Fraktionierung in die folgenden drei Bestandteile:

« Am GefalBboden befanden sich die im ersten Schritt mitpipettierten
Erythrozyten.

» Daruber lagerte sich das Thrombozytenkonzentrat ab.

» Die dritte Schicht bestand wiederrum vorwiegend aus Plasma.

zellfreies Plasma

Abb. 5: CPDA-R6hrchen mit PRP und Plasma nach der zwei  ten Zentrifugation; (siehe Mdiller, C, 2015: ,Die
Untersuchung der Wundheilung komplexer Wunden am Be ispiel von Radialistransplantatentnahmestellen
nach Behandlung mit autologen Wachstumsfaktoren.” u npublished manuscript, MKG, TU-Munchen)

Das thrombozytenfreie Plasma wurde bis auf einen Uberstand von 0,6 mm
abpipettiert. AnschlieBend wurden der restliche Plasmaiberstand, das TK und die
Resterythrozyten als Plattchenreiches Plasma (PRP) zusammen in eine
Insulinspritze (Abb. 3F) aufgezogen (siehe Abb. 6).
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Abb. 6: Zweimal 1 ml des fertig hergestellten PRP m it Resterythrozyten in Insulinspritze; (siehe Mille r, C.,
2015: ,Die Untersuchung der Wundheilung komplexer Wunden am Beispiel von
Radialistransplantatentnahmestellen nach Behandlung mit autologen Wachstumsfaktoren.”, unpublished
manuscript, MKG, TU-Mlnchen)

2.1.3 Applikation des thrombozytenreichen Plasmas

Nach der Entnahme der 0,6 mm dicken Spalthauttransplantate mittels Dermatom
(Aesculap Power Systems ACCULAN® 3Ti, Braun, USA) wurde 1 ml PRP steril mit
der Insulinspritze gleichmafdig tUber die gesamte Spalthautentnahmestelle verteilt.
Anschliel3end wurden die Wunden sofort mit einem Wundverband (Mepilex® Pflaster
in den GrofRen 15 cm x 15 cm, 15 cm x 20 cm, 10 cm x 10 cm MOdInlycke Health
Care, Erkrath) versorgt. Die Spalthautentnahmedefekte wurden tber den gesamten
stationéren Aufenthalt der Patienten von ca. 10 Tagen mit Mepilex® Pflaster versorgt.
Die Fotodokumentation (Kamera: Coolpix S 1 von Nikon, Japan) erfolgte im Rahmen
des Verbandswechsels zu den jeweiligen Analysezeitpunkten am 3., 7., 10. und 60.

postoperativen Tag.

2.1.4 Bestimmung der Laborparameter

Folgende Laborparameter wurden erhoben:
* Thrombozytenfunktionsbestimmung (AU/min),
* préoperative Thrombozytenkonzentration (1073/ul),
e Thrombozytenzahl im PRP (1073/ul).

Thrombozytenfunktionsbestimmung

Die Thrombozytenfunktion wurde mittels Impedanzaggregometrie mit dem
Multiplate®/TRAP- System (LOXO GmbH, Dossenheim, Deutschland) ermittelt.

Das fur diese Studie zu analysierende Material bestand pro Patient aus 1 ml
autologem PRP in einer 4,5 ml HIRUDIN-Monovette (Hirudin-Mindestkonzentration

20 pg/ml). Die Proben wurden bis zur Messung bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die
20



Material und Methode

Messung erfolgte ca. 30 Minuten nach der Herstellung des PRP.

Um mdgliche analytische Storeinflisse bei der Befundinterpretation berticksichtigen
zu konnen, wurde zusatzlich ein kleines Blutbild (EDTA_Monovette 4,5 ml (siehe
Abb.3A)) erstellt.

Bestimmung der praoperativen Thrombozytenkonzentrat ion und der
Thrombozytenzahl im PRP

Die Vollblutproben wurden mit dem Analysegerdat Sysmex XE® 5000-2 (Sysmex
GmbH, Hamburg, Deutschland) untersucht. Die Bestimmung der absoluten
Thrombozytenzahl im Vollblut der teilnehmenden Probanden erfolgte hierbei durch
die sog. hydrodynamische Fokussierung. Auch die Bestimmung der
Thrombozytenzahl in den PRP-ROhrchen wurde mit dem Analysengerat Sysmex
XE® 5000-2 durchgefuhrt.

Zur Errechnung des Anreicherungsfaktors wurden die Thrombozytenzahlen
intraoperativ im Patientenvollblut und im PRP gemessen und in Relation zueinander

gesetzt:

Thrombozytenzahl im PRP / Thrombozytenausgangswert =

Anreicherungsfaktor

2.2 Datenerhebung

2.2.1 Klinische Beurteilung der Wundheilung

Die Beurteilung der Wundheilung der Spalthautentnahmedefekte erfolgte mittels
Fotodokumentation am 3., 7. und 10. Tag postoperativ sowie am Nachsorgetermin im

Rahmen der Tumornachsorge am 60. Tag.
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Ts T, T3 T4
X %
3. Tag 7.Tag 10.Tag 60. Tag

Abb. 7: Dokumentationszeitpunkte  der Spalthaut entnahmestelle

Die Fotodokumentation erfolgte jeweils im Zuge des routinemaligen
Verbandwechsels mit einer Digitalkamera Coolpix S1® (Nikon, Japan) zu den oben
genannten Zeitpunkten. Diese Bilder dienten als Grundlage fir die folgenden

Analysen des jeweiligen Wundheilungsstatus.

Analyse 1:

Zunachst wurden zu jedem der oben genannten Dokumentationszeitpunkte
allgemeine Wundheilungsk riterien erhoben, die auf eine Wundheilungsstérung

hindeuten:

* Wundirritation

e Entzindung

* Wundsekretion

e Blutung

* Nekrotische Wundareale

¢ Schmerzen

Abb. 8: Score fir allgemeine Wundheilungskriterien

Die Auswertung erfolgte mittels einer ja/nein-Entscheidung. Dabei wurde fir ,ja“ ein
Punkt, far ,nein“ null Punkte vergeben. Abschiel3end wurde daraus die Summe
errechnet (max. erreichbare Summe: 6). Die Auswertung erfolgte von den
studiendurchfiihrenden Personen selbst, also von nicht unabhéangigen Personen, und
die Werte wurden jeweils mittels eines t-Tests fur unabhangige Stichproben

verglichen.
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Analyse 2:

Zudem wurden zu jedem einzelnen Dokumentationszeitpunkt fur das jeweils
vorliegende Wundheilungsstadium spezifische relevante Kriterien  erhoben. Diese
wurden im Vorfeld aus klinischen Erfahrungswerten definiert und sind fur die

einzelnen Wundheilungsstadien charakteristisch.

e Wundrander inhomogen

Tag 3 postoperativ + Bildung von Epithelinseln

* belassene Epithelstreifen im Wundrandbereich

e Hyperamischer Wundcharakter

Tag 7 postoperativ «  Schorf

e Granulationsgewebe

* Fibrinbelag

Tag 10 postoperativ . Rotung

* nekrotische Anteile

» generalisierte Schrumpfung

Tag 60 postoperativ « Keloidbildung

» abgeschlossene Wundheilung

Tab. 3: Spezielle Wundkriterien zu den jeweiligen Do kumentationszeitpunkten

Dabei wurden jeweils vier Auspragungsgrade unterschieden: 1 (nicht vorhanden), 2
(leicht vorhanden), 3 (mafig vorhanden), 4 (stark vorhanden). Die Punkte wurden
anschlielend addiert (min. Wert: 3, max. Wert: 12) und die Werte jeweils mittels

eines t-Tests fur unabhéangige Stichproben verglichen (siehe Tab. 3).
Analyse 3:

Analyse der Narbenbildung:

Eine Orientierung erfolgte hierbei an der Vancouver Scar Scale (VSS) (Baryza, M.J.
et al., 1995, S.535). Dabei wurden die Kriterien der Pigmentierung, der Dehnbarkeit
und der Hohe volistandig aus VSS Ubernommen. Das Kriterium der Durchblutung
wurde in dieser Studie hinsichtlich des vorliegenden Kolorits modifiziert (siehe Tab.

4). Anstelle der in der VSS vorliegenden Kategorisierung in normal, rosa, rot, livide-
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lila wurde hier eine Kategorisierung in hautfarben (wie das gesunde, umliegende
Nachbargewebe), rosa, weildlich, dunkelrot-lila durchgefiihrt.

Fur die vier verschiedenen Farbkategorien wurden folgende Punkte vergeben: O
(hautfarben), 1 (rosa), 2 (weildlich), 3 (dunkelrot-lila). Dabei wurden hautfarbene
Narben als im Hautniveau regelgerecht eingeheilte Narben, rosafarbene als Narben
mit einer verlangerten Wundheilung, weil3liche als Narben mit hyperplastischem
Charakter und rdétlich-lila verfarbte Narben aufgrund von verstarkter Verhornung,
Hautatrophie und irregularer Durchblutung als Narben mit abnormaler Wundheilung
beurteilt. Fir samtliche Wunden jeder Gruppe (Kontrollgruppe/PRP-Gruppe) wurde

eine Summe errechnet und die jeweiligen Summen verglichen.

Pigmentierung : Dehnbarkeit:
* 0=normal * 0=normal
e 1 =gering e 1 =geschmeidig
e 2 =malig * 2 =nachgiebig
» 3 =stark « 3=derb
* 4 =hart

« 5 = kontrakt

Hohe: Durchblutung/ Kolorit:
* 0= Hautniveau * 0= hautfarben
e 1=<2mm * 1=rosa
e 2=2-5mm * 2 =weil3lich
e 3=>5mm * 3 = dunkelrot-lila

Tab. 4: Modifizierter Vancouver Scar Scale zur Analys e der Narbenbildung
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2.2.2 Morphometrische Bildanalyse

Zur quantitativen Analyse der Bilddaten wurden die Bildverarbeitungsprogramme
GIMP® (Michael Natterer, San Jose) und ImageJ® (Wayne Rasband,
Bethesda/Maryland) verwendet. In dieser Studie wurde die Madoglichkeit der
Farbraumanalyse genutzt, um den prozentualen Anteil der reaktiven Wundoberflache
(Wundoberflache die homogen mit Schorf, Granulationsgewebe und Fibrinbelag
bedeckt ist) in den einzelnen Wundheilungsphasen zu ermitteln und zu

dokumentieren.

Abb.9: Morphometrische Bildanlayse: 1=Ausgangsbild, 2=Umwandlung in ein 8-Bit Grauwertbild,
3=Analyse mit ImageJ®; (siehe Muller, C., 2015: ,D ie Untersuchung der Wundheilung komplexer
Wunden am Beispiel von Radialistransplantatentnahme stellen nach Behandlung mit autologen

Wachstumsfaktoren.”, unpublished manuscript, MKG, T U-Minchen)
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Prozedere:

Bild 1: Original

Bild 2: Alle Fotos wurden in der Nachbearbeitung in ein gleiches Raster
gebracht und mit dem Bildbearbeitungsprogramm Gimp® in 8-Bit
Grauwertbilder umgewandelt. Dieser Schritt war fir die Weiterbearbeitung in
ImageJ® notwendig, um eine Analyse der Farbwertverteilung (Abb.9 Bild 3)
durchfiihren zu kénnen.

Bild 3: Mit dem Programm ImageJ® konnten fur diese 8-Bit-Grauwertbilder
zum einen die Unterscheidungskriterien und zum anderen die
Farbwertverteilung festgelegt werden. Dabei wurde ein individuell bestimmter
Grauwert des Bildes mit dem klinisch erreichten Grad der Epithelialisierung
und Granulation in der Oberflachenstruktur der Spalthautentnahmestelle
gleichgesetzt. Um die Grol3enverteilung dieser Partikel analysieren zu kénnen,
muss das Grauwertbild in ein Binarbild umgewandelt werden. Die
Schwellenwerte missen festgelegt werden: die unteren ganz niedrig ~80; die
oberen bei ~140, moglichst nahe des Peaks. Durch arbitrare Anpassung der
Bilder konnten Fehler bei der automatischen Analyse minimiert werden. Die fur
diese Studie relevante Bildanalyse ist die sog. Area Fraction . Dabei wurde
der Flachenanteil jeglicher Punkte (Pixel), die in der Vorbehandlung festgelegt
wurden, im zu untersuchenden Bild analysiert. Die Area Fraction bestimmt den
Flachenanteil am gesamten Bild, der als epithelialisiert gewertet werden kann.
Diese Areale sind auf Bild 3 als rote Bereiche markiert und stellen die

Bereiche dar die sich in der friihen Phase der Wundheilung befinden.

2.2.3 Statistik

In dieser Arbeit wurde fur alle statistischen Auswertungen ein t-Test fir unabhangige

Stichproben angewandt. Hierfir wurde die Statistiksoftware GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, Inc. CA 92037 USA) herangezogen. Die Darstellung der

graphischen Elemente und der statistischen Ergebnisse erfolgte im Box-Whisker-

Plot, in welchem das Minimum, das Maximum, das untere und das obere Quatrtil

sowie der Median angegeben werden. Das Signifikanzniveau wird wie Ublich bei p <
0,05 definiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der klinischen Wundheilungsanalyse

Analyse 1:

Die statistische Auswertung des Scores fir allgemeine Wundheilungskriterien
ergab keinen signifikanten Unterschied im zeitlichen Wundheilungsverlauf der beiden
Patientengruppen (siehe Tab. 7) und keinen zwischen den beiden Patientengruppen
selbst (siehe Tab. 8).

T2

_|
w
_|
N

PRP-Gruppe:

—
=

Patient 1

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5

Patient 6

Patient 7

Patient 8

Patient 9

Patient 10

Patient 11

Patient 12

Patient 13

Patient 14

Patient 15

O P N| O Oof Oof r| O] | O Of | N| O] Of =
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Patient 16

R O] | N | O O] O] | & O O | O Of | =
R O] O] o o] o O | O] N| O | O] O o o ©

o
o

Patient 17

Medianwert: 0,765 0,706 0,294 0,353

Tab. 5: Score fir allgemeine Kriterien/Auswertung de  r PRP-Gruppe
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KG: T1 T2 T3 T4
Patient 1 0 0 0 0
Patient 2 2 2 0 0
Patient 3 1 0 0 0
Patient 4 2 1 0 0
Patient 5 1 1 1 1
Patient 6 1 0 1 0
Patient 7 1 2 0 0
Patient 8 0 1 1 1
Patient 9 1 0 0 1
Patient 10 1 0 1 1
Patient 11 1 3 1 1
Patient 12 0 1 4 0
Patient 13 1 0 1 0

Medianwert: 0,923 0,845 0,769 0,385
Tab. 6: Score fur allgemeine Kriterien/Auswertung de  r KG
Zeitpunkt Kontrollgruppe p-Wert || Signifikanz PRP- p-Wert Signifkanz
Gruppe
T1<->T2 | 0923-0845 || 08157 nein 0(’)’776056' 0,9690 nein
T1<->T3 | 0923-0,769 || 0,8257 nein 0(’:;954' 0,1123 nein
T1<->T4 | 0923-0,385 || 00257 ia 06?;553' 0,1659 nein
T2<>T3 || 0923-0845 | 08521 nein O(;'720964' 0,1844 nein
T2<->T4 | 0845-0,385 || 0,1467 nein 0(’)'730563' 0,2568 nein
T3<->T4 | 0,769-0,385 || 0,2606 nein 06’2;;3' 0,7758 nein

Tab. 7: Statistische Auswertung der allgemeinen Krit
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Zeitpunkt Kontrollgruppe PRP-Gruppe p-Wert Signifik anz
T1 0,923 0,765 0,6314 nein
T2 0,845 0,706 0,7211 nein
T3 0,769 0,294 0,0654 nein
T4 0,385 0,353 0,8803 nein

Tab. 8: Statistische Auswertung der allgemeinen Krit  erien/Vergleich der beiden Gruppen

Analyse 2:

Die statistische Auswertung der speziellen Kriterien zur Wundheilung zu den

einzelnen Dokumentationszeitpunkten fuhrte zu folgenden Ergebnissen:

Messpunkt 1 (3. Tag postoperativ):
Es gibt bezlglich des Gesamtscores keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen (siehe Tab. 9, Abb. 10-12).

Kriterien der speziellen Median / PRP Median / KG p-Wert |[Signifikanz
Wundheilung
Wundrander inhomogen 2,529 2,154 0,3759 nein
Am Wundrand belassene
) ) 1,529 2,154 0,1565 nein
Epithelstreifen
Bildung von Epithelinseln 2,765 2,923 0,5479 nein

Tab. 9: Statistische Auswertung der speziellen Wundh eilungskriterien am 3. Tag postoperativ

29




Ergebnisse

Wundrédnder inhomogen

Gruppen

PRPA |7 —|

0 1 2 3 4 5
Score
Abb.10: Boxplotdarstellung von: Kriterium der ,inho mogenen Wundrénder“ (7. Tag postoperativ; 1=nicht
vorhanden, 2=leicht vorhanden, 3=méaRig vorhanden, 4  =stark vorhanden)
am Wundrand belassene Epithelstreifen Bildung von Epithelinseln
KG+ KGA
c c
] o
3 Qo
o o
2 2
(O] (O]
PRP- PRP- 4|

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Score Score
Abb.11: Boxplotdarstellung von Kriterium der Abb.12: Boxplotdarstellung von Kriterium ,am
,Bildung von Epithelinseln“ (7. Tag postoperativ; Wundrand belassene Epithelstreifen” (7. Tag
1=nicht vorhanden, 2=leicht vorhanden, 3=m&Rig postoperativ; 1=nicht vorhanden, 2=leicht
vorhanden, 4=stark vorhanden) vorhanden, 3=maRig vorhanden, 4=stark vorhanden )
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Messpunkt 2 (7. Tag postoperativ):

Am 7. Tag postoperativ lasst sich fur das Kriterium ,Schorf* ein deutlich erhdhter

Auspragungsgrad erkennen.

Desweiteren konnte eine vermehrte Bildung von

,Granulationsgewebe" in der PRP-Gruppe beobachtet werden (siehe Tab. 10).

Dies bestatigt das Ergebnis von einem signifikant héheren Vorkommen von

~Wundschorf* und ,Granulationsgewebe“ am Tag 7 in der PRP- Gruppe.

Es konnte kein signifikantes Ergebnis

Wundcharakter* beobachtet werden.

bei dem Kriterium

Lhyperamischer

Kriterien der speziellen ) . o
. Median / PRP Median / KG p-Wert  ||Signifikanz
Wundheilung
Hyperamischer )
2,471 2,385 0,8369 nein
Wundcharakter
Wundschorf 2,471 1,891 0,0434 ja
Granulationsgewebe 2,529 1,903 0,0355 ja

Tab. 10: Statistische Auswertung der speziellen Wund
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hyperamischer Wundcharakter Wundschorf
KGH KGH
c c
o o
o Qo
a o
=] S
T S
(O) (O)
PRP- PRP-
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Score Score
Abb.13: Boxplotdarstellung von Kriterium Abb.14: Boxplotdarstellung von Kriterium
Lhyperamischer Wundcharakter* (7.Tag ~Wundschorf* (7. Tag postoperativ; 1=nicht
postoperativ; 1=nicht vorhanden, 2=leicht vorhanden, 2=leicht vorhanden, 3=mafig
vorhanden, 3=maRig vorhanden, 4=stark vorhanden, 4=stark vorhanden)
vorhanden)
Granulationsgewebe
KGH
c
o
o
a
2
(O)
PRP
0 1 2 3 4 5

Score

Abb.15: Boxplotdarstellung von Kriterium
.Granulationsgewebe" (7. Tag postoperativ;
1=nicht vorhanden, 2=leicht vorhanden, 3=m&Rig
vorhanden, 4=stark vorhanden)

Messpunkt 3 (10. Tag postoperativ):

Am Tag 10 postoperativ wird ein verstarktes Vorkommen von ,Fibrin“ in der PRP-
Gruppe (Auspragungsgrad 3 und 4) beobachtet. Der Anteil mit ausgepragten
-nekrotischen Anteilen* war in der PRP-Gruppe am 10. Tag postoperativ signifikant
geringer.

Dies bestéatigt das Ergebnis von signifikant besseren Ergebnissen in der PRP-Gruppe

am Tag 10 bezuglich der Kriterien ,Fibrinbelag” und ,nekrotische Wundareale®.
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Kriterien der speziellen ) ) o
) Median / PRP Median / KG p-Wert Signifikanz
Wundheilung
Fibrinbelag 2,881 2,034 0,0423 ja
Rotung 1,706 2,023 0,1179 nein
Nekrotische Wundanteile 1,769 2,588 0,0482 ja

Tab. 11: Statistische Auswertung der spez iellen Wundheilungskriterien am 10. Tag postoperati v

Fibrinbelag Rétung

KGH KGH

Gruppen
Gruppen

PRP- PRP- 4|

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Score Score
Abb.16: Boxplotdarstellung von Kriterium Abb.17: Boxplotdarstellung von Kriterium ,Rétung”,
LFibrinbelag”, 10.Tag postoperativ (1=nicht 10.Tag postoperativ (1=nicht vorhanden, 2=leicht
vorhanden, 2=leicht vorhanden, 3=mafig vorhanden, vorhanden, 3=mafRig vorhanden, 4=stark vorhanden)

4=stark vorhanden)

nekrotische Wundanteile

KGA

Gruppen

PRP- 4|

0 1 2 3 4 5
Score

Abb.18: Boxplotdarstellung von Kriterium der
Jnekrotischen Wundanteile®, 10. Tag postoperativ
(1=nicht vorhanden, 2=leicht vorhanden, 3=mafig
vorhanden, 4=stark vorhanden)
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Messpunkt 4 (60. Tag postoperativ):
Am Tag 60 gab es keinen signifikanten Unterschied bei den Kriterien ,generelle
Schrumpfung®, ,Keloidbildung” und ,abgeschlossene Wundheilung® (siehe Tab.12).

Kriterien der speziellen Wundheilung p-Wert Signifi kanz
Generelle Schrumpfung 0,3602 nein
Keloidbildung 0,1424 nein
Abgeschlossene Wundheilung 0,2457 nein

Tab. 12: Statistische Auswertung der speziel len Wundheilungskriterien am 60. Tag postoperativ

generelle Schrumpfung Keloidbildung

KGA KGH

Gruppen
Gruppen

PRPA |— 4| PRP 4|

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Score Score
Abb.19: Boxplotdarstellung von Kriterium der Abb.20: Boxplotdarstellung von Kriterium der
.generellen Schrumpfung®, 60.Tag postoperativ .Keloidbildung“, 60.Tag postoperativ (1=nicht
(1=nicht vorhanden, 2=leicht vorhanden, 3=mafig vorhanden, 2=leicht vorhanden, 3=mafig
vorhanden, 4=stark vorhanden) vorhanden, 4=stark vorhanden)
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abgeschlossene Wundheilung

KGA

Gruppen

PRP-

0 1 2 3 4 5
Score

Abb.21: Boxplotdarstellung von Kriterium der
sabgeschlossenen Wundheilung*, 60. Tag
postoperativ (1=nicht vorhanden, 2=leicht
vorhanden, 3=maRig vorhanden, 4=stark
vorhanden)

Analyse 3:

Vancouver Scar Scale

Am Tag 3 zeigt sich ein signifikanter Unterschied im Gesamtscore (Median PRP: 1,6;
KG: 2,7; p-Wert = 0,0360). Am 7., 10. und 60. Tag besteht zwischen den Gruppen
PRP und KG weder ein signifikanter Unterschied beziiglich des Gesamtscores (p-
Wert = 0,4866, p-Wert = 0,7720, p-Wert = 0,3821) noch des Einzelscores (siehe Abb.
22-26).

In den Einzelscores zeigt sich jedoch ein signifikanter Unterschied beim Parameter
,ourchblutung®/ ,Kolorit* (Median PRP: 7,4; KG: 6,0; p-Wert = 0,0113) am 60. Tag

postoperativ.
Vancouver Scar Scale Vancouver Scar Scale
3.Tag postoperativ 7.Tag postoperativ
KGA KGH
c c
[ [}]
g g
2 2
o o
PRPA PRP-
0 5 10 15 0 5 10 15
Score Score

Abb.22: Boxplotdarstellung: VSS; Signifikanz: ja, p=0, 0360  Abb.23:Boxplotdarstellung: VSS; Signifikanz:
nein, p=0,4866
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Vancouver Scar Scale

Vancouver Scar Scale 60 Tag postoperativ

10.Tag postoperativ

KG- KGA

Gruppen
Gruppen

PRP- PRP

0 5 10 15 0 5 10
Score Score

Abb.24: Boxplotdarstellung: VSS; Signifikanz: nein, p=0 , 7720  Abb.25:Boxplotdarstellung:VSS;
nein, p=0,3821

Vancouver Scar Scale
Durchblutung
60. Tag postoperativ

KGH

Gruppen

PRP

0 1 2 3 4
Score

Abb.26: Boxplotdarstellung: VSS

Signifikanz: ja, p=0,0113
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3.2 Ergebnisse der morphometrischen Bildanalyse

Die Analyse des prozentualen Anteils der ,reaktiven Wundoberflache*
(Wundoberflache, die homogen mit Schorf, Granulationsgewebe und Fibrinbelag

bedeckt ist) ergab die unten in Abb. 27 beschriebene Verteilung in Prozent:

70
60
50
40

mKG
30 -

PRP
20 A
10 A
0 T T T - 1
3.Tag 7.Tag 10. Tag 60. Tag
postoperativ postoperativ postoperativ postoperativ

Abb.27: Saulendiagramm von der morphometrischen Bild analyse: Wundoberflache, die regular mit
Granulationsgewebe, Fibrinbelag und Schorf bedeckt i st

3. Tag postoperativ:

o b |

Gruppen

PRP- I —|

0 20 40 60 80
Wundanteil in %

Abb. 28: Boxplotdarstellung von: Wundoberflache, di e regular mit Granulationsgewebe,
Fibrinbelag und Schorf bedeckt ist;
Signifikanz: ja: p= <0,0001

37



Ergebnisse

7.Tag postoperativ

Gruppen

PRP-

F_______

__+

0 20

40

60 80

Wundanteil in %

Abb.29: Boxplotdarstellung von: Wundoberflache, die

regular mit Granulationsgewebe, Fibrinbelag und

Schorf bedeckt ist;
Signifikanz: ja: p <0,0001

10.Tag postoperativ

KGA

Gruppen

PRP-

0 20 40 60 80
Wundanteil in %

100

Abb.30: Boxplotdarstellung von: Wundoberflache,
die regular mit Granulationsgewebe, Fibrinbelag
und Schorf bedeckt ist; Signifikanz: ja: p <0,0001

60. Tag postoperativ

KG-
c
o)
Qo
o
2
©)

PRP-

0 5 10 15 20 25
Wundanteil in %
Abb.31: Boxplotdarstellung von: Wundoberflache,

die regular mit Granulationsgewebe, Fibrinbelag
und Schorf bedeckt ist; Signifikanz: ja: p= 0,0394

Die durchgefiihrte morphometrische Bildanalyse ergab an den Tagen 3, 7 und 10

einen signifikant groReren reaktiven Wundflachenanteil (Tag 3, 7, 10: p-Wert

<0,0001, siehe Abb. 28-30).

Am 60. Tag postoperativ zeigt die KG einen signifikant héheren Anteil an
Wundoberflache, die mit reaktiven Wundbestandteilen belegt ist (Tag 60: p=0,0394,

siehe Abb. 31).
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3.3 Ergebnisse der Analyse der Laborparameter

3.3.1 Ergebnisse der Thrombozytenfunktionsanalyse

Bei der Auswertung der Thrombozytenfunktion lagen die Proben der Patienten Nr. 2,
4,5, 8,9, 12, 16 im Referenzbereich. Die Proben der Patienten Nr. 1, 10, 11, 13, 14,
15, 17 lagen geringfligig unterhalb des Referenzbereiches — es konnte aber eine
ausreichende Thrombozytenfunktion bestétigt werden. Die Patienten Nr. 3, 6, 7 lagen
deutlich unterhalb des Referenzbereiches (siehe Tab. 13) aber auch bei diesen

Proben kann von einer Restfunktion gesprochen werden.

Referenzbereich
der Proben erreicht
ja/nein
| 1 | 788 | ja |
| 2 I 1176 I ja |
| 3 || 398 || nein |
| 4 | 885 | ja |
| 5 | 802 | ja |
| 6 || 159 || nein |
| 7 || 120 || nein |
| 8 I 1031 I ja |
| 9 I 1107 I ja |
| 10 I 791 I ja |
| 11 I 866 I ja |
| 12 I 972 I ja |
| 13 I 703 I ja |
| 14 I 847 I ja |
| 15 | 739 | ja |
| 16 | 975 | ja |
| 17 | 798 | ja |
Mittel 774

Tab. 13: Analyse der Thrombozytenfunktion [AU/min ( 941-1563)]; (siehe Miiller, C., 2015 ,Die
Untersuchung der Wundheilung komplexer Wunden am Be ispiel von Radialistransplantatentnahmestellen
nach Behandlung mit autologen Wachstumsfaktoren.”, unpublished manuscript, MKG, TU-MUnchen)
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3.3.2 Ergebnisse der Thrombozytenanreicherung

Der im Mittel erzielte Anreicherungsfaktor im PRP lag in dieser Studie bei 4,4
(durchschnittliche Thrombozytenanzahl: 939+ [1073/ul]).

Den héchsten Anreicherungsfaktor wies Patient 5 auf (9,42), den niedrigsten Patient
10 (0,52) (siehe Tab. 14).

Patient Thrombozyten Anreicherung Anreicherungsfaktor
[1073/p1] [1073/pl] [-]
1 173 895+ 5,17
2 140 612+ 4,37
3 359 519+ 1,45
4 232 942+ 4,06
5 251 2364 9,42
6 164 986+ 6,01
7 198 493+ 2,49
8 200 1138+ 5,69
9 208 959+ 4,61
10 197 1026+ 0,52
11 157 888+ 5,66
12 124 715+ 5,77
13 210 930+ 4,43
14 450 1551+ 3,45
15 163 591+ 3,63
16 138 558+ 4,04
17 198 798+ 4,05
Median 209,5 939+ 4,4

Tab. 14: Thrombozytenausgangswert, Anreicherung und Anreicherungsfaktor; dabei steht + fur eine
Aggregationsbildung, die eine exakte Analysezahl ni cht zuldsst und nur fir einen Mindestwert steht;
(siehe Muller, C., 2015 : ,Die Untersuchung der Wun  dheilung komplexer Wunden am Beispiel von
Radialistransplantatentnahmestellen nach Behandlung mit autologen Wachstumsfaktoren.”, unpublished

manuscript, MKG, TU-Miinchen)
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Korrelation Thrombozyten - Anreicherung
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Abb.32: Korrelation Thrombozytenausgangswert — Anre icherung; (siehe Mller, C., 2015 : ,Die

Untersuchung der Wundheilung komplexer Wunden am Be ispiel von Radialistransplantatentnahmestellen
nach Behandlung mit autologen Wachstumsfaktoren.”, unpublished manuscript, MKG, TU-MUnchen)

Es besteht kein linearer Zusammenhang zwischen dem Thrombozytenausgangswert
und dem Anreicherungsfaktor (siehe Abb. 32). Es kann somit gezeigt werden, dass

ein hoher Ausgangswert nicht automatisch zu einer hohen Anreicherung fuhrt.
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4 Diskussion

Viele Studien und Forschungsarbeiten haben sich in den letzten Jahren mit dem
Einsatz von ,platelet rich plasma“ in den verschiedensten Fachgebieten und
Zielregionen zur Verbesserung der Wundheilung beschéftigt. Die Ergebnisse waren
indifferent und wiesen grof3e methodische Unterschiede auf.

Im Rahmen der Wundheilung ist PRP bei der Therapie von Weichgewebsdefekten
(Rozman, P. et al., 2007, S.156), bei Knochenrekonstruktionen (Wrotniak, M. et al.,
2007, S.227), in der Traumatologie (Frei, R. et al., 2008, S.247), bei
Sportverletzungen (Creaney, L. et al., 2008, S.314), bei plastischen Defekten
(Eppley, B.L. et al, 2006, S.147) sowie in der Transplantations- und
Transfusionsmedizin (Everts, P.A. et al.,, 2006, S.174) ein wichtiger Bestandteil
geworden. Die meisten dieser Studien erheben den Anspruch, einen groben
Uberblick uber die Wirksamkeit von PRP zu geben. Bei genauer Analyse der
verschiedenen Verfahren und Studien fallt aber auf, dass vor allem die Herstellung
des PRP sowie die Hohe der Thrombozytenanreicherung erheblich variieren.

Ein vielversprechender Einsatz von PRP erfolgte zunachst bei der Behandlung von
chronischen Ulkuserkrankungen. Ein chronischer Ulkus, der bei Erkrankungen wie
Diabetes mellitus oder der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit klinisch in
Erscheinung treten kann, ist durch eine schlechte Trophik des Gewebes, durch
pathologisch veréanderte MikrogefalRe und einer schlechten Durchblutung
gekennzeichnet. Durch die Behandlung dieser chronischen Weichgewebserkrankung
mit PRP versprach man sich v.a. eine positive Stimulation auf die
Neovaskularisierung, die zu einer Beschleunigung der Wunddeckung und
Verbesserung der Wundheilung fuhren sollte. Beide Annahmen konnten in den
Studien bestatigt werden und trugen dazu bei, dass sich das Behandlungsspektrum
von PRP erweitern konnte (Knox, R.L. et al., 2006, S.260).

Ein weiterer Einsatz von PRP erfolgte in der ZMK. Beispielsweise bei der
Parodontaltherapie (Soffer, E. et al., 2003, S.521); (Kamoi, K. et al., 2006, S.76), bei
der Extraktionstherapie (Sammartino, G. et al., 2005, S.766) und der Implantologie
(Plachokova, A.S. et al., 2008, S.539). Ziel war es bei diesen Studien die Heilung von
groBen Knochen- und Weichgewebsdefekten (Garofalo, G.S., 2007, S.373) zu

optimieren.
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Es kann im Rahmen einer Paradontaltherapie bei der Behandlung
schwerwiegender und grofRer parodontaler Defekte eine sog. offene
Parodontosebehandlung notwendig werden. Dabei wird nach dem chirurgischen
Offnen der betroffenen parondontalen Tasche in den Knochendefekt ein
Knochenersatzmaterial eingebracht, das dem regenerierenden Knochen als
,Leitschiene* dienen soll. Es kann dabei in bestimmten Fallen auch uber das
Einbringen von Membranen auf oder unter den Defekt nachgedacht werden um das
Einwachsen von umliegendem Weichgewebe zu verhindern. Bei dieser Behandlung
konnte gezeigt werden, dass die Anwendung von PRP mit den darin enthaltenen
Wachstumsfaktoren PDGF, TGF, IGF und EGF mit einer beschleunigten
Wundheilung und Knochenregeneration und somit einer verbesserten parodontalen
Situation einhergeht (Kamoi, K. et al., 2006, S.76).

Ein weiteres Verfahren in der ZMK stellt die Guided Bone Regeneration oder weitere
augmentative Verfahren dar, bei denen man sich durch Beimischen von PRP
verbesserte und optimierte Ergebnisse erhofft. Augmentative Verfahren werden dabei
durch eine haufig auftretende Atrophie des Alveolarknochens nach einer
Zahnextraktion notwendig, bei der sich das fur eine Implantation zur Verfligung
stehende Knochenangebot um bis zu 60 % verringern kann (Furst, 2003, S. 825).

Um eine Verbesserung des Knochenangebotes im Oberkiefer und eine sichere
Insertion eines dentalen Implantates zu garantieren, hat sich auch die
Sinusbodenelevation inzwischen als Standardtherapie durchgesetzt. Dabei wird
durch das Einbringen von Knochenersatzmaterial, Eigenknochen oder einer
Mischung aus beidem unterhalb der Kieferh6hlenschleimhaut auf den Boden des
Sinus maxillaris ein vertikaler Knochenaufbau im Bereich des Alveolarkamms
erreicht. Die Datenlage zu diesen Studien bei Sinusbodenelevationen ist heterogen
und uneinheitlich. Es konnte eine Beimischung von PRP nur bei solchen
Behandlungskonzepten Erfolg zeigen, bei denen PRP in Kombination mit Zielzellen,
also mit autologem Knochen eingebracht wurden (Furst, 2003, S. 825). So zeigte das
neu entstandene Gewebe eine deutlich starkere Anhaftungstendenz an die
Restbestandteile des Augmentates sowie eine Struktur aus reiferem
Geflechtknochen als in der Kontrollgruppe. Es erfolgte aul3erdem eine schnellere
Umwandlung von Geflecht- in Lamellenknochen, wodurch eine hdhere

Knochendichte sowie -qualitat und damit eine héhere Stabilitat fur das Implantat
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nachgewiesen werden konnte (Bauer, F. et al., 2005, S. 62-65). In ahnlichen Studien
konnte eine vollstandige, unauffallige sowie gute Wundheilung ohne Infektionen und
Verlust des Implantates auch ohne das Beimischen von autologem Knochen mit
Zielzellen verzeichnet werden (Kasten, P. et al., 2006, S.68); (Lindeboom, J.A. et al.,
2007, S.133). Aufgrund dieser erfolgreichen Ergebnisse hat sich PRP in der
Behandlung von Sinusbodenelevationen bewéhrt und ist in vielen Fallen fester
Bestandteil der Therapie (Bauer, F. et al., 2005, S. 62—-65).

Furst et al. konnten in Ihrer Studie am Minischwein zeigen, dass bei der Implantation
von 4 mm langen Implantaten am Os frontale ausschlie3lich die Kombination von
autologen Knochentransplantaten mit PRP eine Steigerung des
Mineralisationsgrades um 30 % brachte. Die Behandlung nur mit PRP erbrachte
keine signifikante Verbesserung (Furst, 2003, S.825).

Ein deutlich positiver Effekt von PRP bei der Osseointegration von Titanimplantaten
im maxillo-mandibuléaren Bereich l&asst sich ebenfalls bei den Studien von Weibrich et
al. erkennen. Dabei beeinflussten Uberwiegend die Wachstumsfaktoren PDGF und
TGF-3 die Knochenregeneration bzw. -integration. Sie wirken auf zellularer Ebene
insbesondere auf die Proliferation, Zelldifferenzierung und Aktivierung von
Chemotaxis und nehmen dabei Einfluss auf die Aktivierung der
Wundheilungskaskade (Tozum, T.F. et al., 2003, S.664).

Wissenschaftlich lasst sich der positive Effekt von PRP auf die Wundheilung oftmals
belegen. Es ist jedoch weiterhin umstritten, welchen Einfluss die richtige
Anreicherung und Applikationsart auf die Wundheilung hat (Aghaloo, T.L. et al., 2004,
S.59); (Knox, R.L. et al., 2006, S.260); (Krasna, M. et al., 2007, S.105); (Lee, C.Y. et
al., 2007, S.371); (Rozman, P. et al., 2007, S.156); (Pietramaggiori, G. et al., 2008,
S.218).

Diese Wirksamkeit des PRP Kkorreliert einigen Studien zufolge stark mit der
Anreicherung des PRP. Einige Studien behaupten, je hoher die Konzentration von
Thrombozyten im PRP ist, desto positiver sei die Wirkung auf den Verlauf der
Wundheilung und auf die Knochenregeneration (Soffer, E. et al., 2003, S.521). Dies
wirde die Annahme unterstitzen, dass die Menge der Thrombozyten mit der Menge
der Wachstumsfaktoren korreliert, die wiederum einen positiven Einfluss auf die

Wundheilung nehmen kdnnten.
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Relativiert werden diese Ergebnisse von Arbeiten, die eine zwei- bis dreifache
Anreicherung fur die Behandlung von PRP im Zusammenhang mit humanen Zellen
als sinnvoll und ausreichend darstellen. Eine hohere Anreicherung scheint keinen
zusatzlichen Nutzen zu haben. Es wird sogar bei Anreicherungsfaktoren Uber 5 eine
inhibitorische Wirkung auf die Wundheilung beschrieben. Diese Ergebnisse wurden
bei Versuchen mit oder ohne Verwendung von osséren Zellen erbracht (Weibrich, G.
et al., 2004, S. 665). Als mdgliche Ursache fur diese inhibitorischen Effekte auf die

Zielzellen beschreiben die Forscher ein zu hoch konzentriertes PRP.

In der vorliegenden Studie die sich ausschliel3lich mit Weichgewebsdefekten
beschaftigt, wurde ein durchschnittlicher Anreicherungsfaktor von 4,4 erreicht. Dies
liegt im absoluten Durchschnitt der in der Fachliteratur verwendeten Anreicherungen
und spricht fir eine ausreichende Anreicherung und Aktivierbarkeit der

Thrombozyten.

Um einen verbesserten postoperativen Wundheilungsverlauf bei
Spalthautentnahmestellen zu erreichen, gibt es zahlreiche Studien und Methoden zur
Optimierung der Wundbehandlung bzw. des Wundverbandes. Es stehen dabei meist
die Wirtschaftlichkeit der Wundversorgung und die verbesserte
Patientenzufriedenheit durch die Optimierung der Wundheilung sowie die Reduktion
an Wundheilungsstérungen im Vordergrund. Nicht geschlossene Epitheldecken,
hypertrophe und immobile Narbenanteile sowie Wundinfektionen werden in den
Studien bei der Behandlung von Spalthautentnahmestellen immer wieder
beschrieben (Wu, C. C. et al., 2015, S. 21; Takabayashi, Y. et al., 2015, S. 83).
Polyurethanschaumverbénde, wie das in dieser Studie verwendete Mepilex®-Pflaster
(MélInlycke Healthcare, Erkrath-Unterfeldhaus), Hydrokolloidverbande,
Wundauflagen, wie Cuticell® (BSN medical, Hamburg), Epigraft-Kompressen oder
beschichtete Silikonauflagen haben sich in der Wundbehandlung bewéhrt und
kbnnen zu einem optimierten oder verkirzten Wundheilungszeitraum beitragen
(Jones, V. et al., 2006, S. 777).

Eine Studie, die sich nur mit der optimalen Wundauflage bzw. -versorgung von
Spalthautentnahmestellen beschaftigte, konnte die besten Ergebnisse in Hinblick auf
Anwendung, Auflage (Reduzierung von Schmerzen durch verminderte
Wundmanipulation) und angemessene Kosten bei der Versorgung der Wunden mit

Hydrokolloidpflaster (Alginaten) erreichen (Caliot, J. et al., 2014, S. 47). Bei dem in
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dieser Studie verwendeten Verbandsmaterial handelte es sich um einen weichen
Polyurethan- Schaumverband (Mepilex ®). Dieser hat sich im klinischen Alltag zur
Versorgung oberflachlicher, leicht bis mittelstark exsudierender Wunden wie
Spalthautentnahmestellen bewahrt. Dieser Eindruck konnte auch in der vorliegenden
Studie v.a. durch das signifikant vermehrte Aufkommen von Fibrin und
Granulationsgewebe auf der Wundoberflache bei allen Dokumentationszeitpunkten
sowie einem in den meisten Fallen stabilen und geschlossenen Epithel wahrend des
gesamten Verbandwechsels bestatigt werden. Die Versorgung mit Mepilex ®-
Pflastern konnte die Wundirritationen, die beim Verbandswechsel oftmals durch hohe
mechanische Belastungen hervorgerufen werden, so gering wie moglich halten.
Dafur spricht auch das signifikant erhohte Aufkommen von Granulationsgewebe und
Fibrinbelag am 7. und 10. Tag postoperativ. Interessant flr weitere Untersuchungen
ware die Moglichkeit einer sukzessiven Abgabe von Wachstumsfaktoren durch den
wechselnden Wundverband um die Wirkungsdauer der WF zeitlich nicht zu limitieren
und die Wirkung Uber die gesamte Wundheilungsphase zu garantieren. Zu
untersuchen ware dabei ob sich auch unter diesen Bedingungen die Wirkung der WF

v.a. auf die initiale Phase der Wundheilung konzentriert.

Alternativ dazu geht die Forschung zur Verbesserung der Versorgung von
Spalthautentnahmestellen in die Richtung von sog. Drug-Delivery-Systemen und der
Applikation von kunstlichen und autologen WF und/oder sog. Fibrinmikropartikeln.
Dabei versteht man unter Drug-Delivery-Systemen die gezielte Arzneimittelabgabe
mittels verschiedener Techniken und Systemen. Diese sollen den gesicherten
Transport eines Arzneimittels im Kérper und damit auch seine gewlnschte
therapeutische Wirkung gewahrleisten. Die Produktentwicklung wird dabei laut
Kremer et al. aus einer Kombination von autologen Haut- und Bindegewebszellen mit
sog. dermisanalogen Matrices bestehen, die mit einer simultanen Applikation von WF
eine deutliche Beschleunigung der Wundheilung erméglichen werden (Kremer, M. et
al., 2000, S. 1222). Dabei konnte sich PRP, der ein korpereigener und
kostengunstiger Stoff ist, als WF-Lieferant bewahren. Im Gegensatz zu anderen
applizierten Wirkstoffen und kinstlichen Wachstumsfaktoren kann PRP aus
immunologischer Sicht vollig bedenkenlos angewendet werden. Zu den kinstlich
applizierten Stoffen wird auch die Anwendung von AMD (Antimicrobial-impregnated
kanndressing) mit oder ohne Kombination einer Vakuumtherapie (negativ-pressure

wound therapy) gezahlt. Diese Behandlung mit AMD, bestehend aus 0,2 %
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Polyhexamethylen Biguanid, zeigt einen signifikant verbesserten
Wundheilungsverlauf bei chronischen oder kontaminierten Wunden (Wu, C. C., 2015,
S. 21).

Komplikationen, wie Immunreaktionen und Infektionen, werden bei der Therapie mit
dem korpereigenen PRP bisher nicht beschrieben (Kamoi, K. et al., 2006, S.76). Dies
stellt im Vergleich zu einer Wundbehandlung mit artfremden WF einen erheblichen
Vorteil dar, da diese in der Wissenschaft aufgrund bekannter immunologischer
Nebenwirkungen kritisch diskutiert werden. Biotechnologische Verfahren zur
Entwicklung von Eigenknochen mittels Stammzellen oder Botenstoffen, wie das sog.
Bone Morphogenetic Protein, sind wiederum mit hohen Kosten verbunden und deren
Erfolge bisher nur wenig belegt (Ali, I. H. et al., 2014, S. 13).

4.1 Klinische Wundheilungsanalyse

Analyse 1

Die Auswertung der allgemeinen Kriterien ergab keinen signifikanten Unterschied

zwischen den beiden Gruppen sowie zwischen den einzelnen Analysezeitpunkten.

e Irritation

* Entzindung

* Wundsekretion

e Blutung

* Nekrotische Wundareale

e Schmerzsymptomatik

Abb. 2: Score der allgemeinen Kriterien

Kurze klinische Beurteilungen der Wundflachen sowie die ja/nein-Entscheidung
fuhrten zu keinen merklichen Unterschieden fur die beschriebenen Kriterien zwischen
der PRP-Gruppe und der KG-Gruppe.

Weder zwischen den Gruppen noch zwischen den einzelnen Analysezeitpunkten
konnte eine differenzierte Aussage uber Unterschiede in der Wundheilung sowie tber
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die Wundheilungsgeschwindigkeit getroffen werden. Reine ja/nein Entscheidungen
erwiesen sich als zu undifferenziert, um solch komplexe Vorgange wie die
Wundheilung zu beschreiben. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit auf ein
graduelles System zurickgegriffen und es wurden spezielle Kriterien zur
Beschreibung der komplexen Wundheilungsvorgdnge erarbeitet und mit einem

individuellen Score, angelehnt an den Vancouver Scar Scale, beurteilt.

Aufgrund der postoperativen Einnahme von Analgetika war die Klinik bzw. die
Schmerzsymptomatik im Bereich der Spalthautentnahmestelle fur die Patienten nur
deutlich eingeschréankt beurteilbar. Es muss auch davon ausgegangen werden, dass
die schwere Grunderkrankung sowie die langwierige Regeneration der Patienten von
der Operation des Tumors zu einer Einschrankung in lhrer Schmerzbeurteilung
fuhrten. Die Spalthautentnahmestellen stellten auch im Vergleich zu den plastisch-
rekonstruktiven Behandlungen im Gesicht der Patienten eine viel kleinere
Wundflache dar, die im Bereich des Oberschenkels die Aufmerksamkeit der

Patienten weitaus weniger in Anspruch genommen hat.

Analyse 2

Beurteilung der speziellen Kriterien:

Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigt sich in der PRP-Gruppe eine erhdhte Bildung
von Schorf und Granulationsgewebe am 7. Tag postoperativ, ein verstarktes
Aufkommen von Fibrin auf der Wundoberflache und ein groRerer Anteil an reaktiver
Wundoberflache am 10. Tag postoperativ. Diese Beobachtung lasst die Vermutung
zu, dass bei der Behandlung mit PRP eine erhohte Konzentration von WF im Bereich
der Wundoberflache vorliegt. Auch ein signifikant geringerer Anteil von
Wundnekrosen am 7. und 10. Tag postoperativ spricht fir eine deutliche
Verbesserung des Waundheilungsprozesses in der PRP-Gruppe. Dabei kann
angenommen werden, dass durch ein erhdhtes Aufkommen von Wachstumsfaktoren
Zielzellen, wie z. B. Granulozyten und Makrophagen, schneller angelockt werden und
die Proliferation von Endothelien und Fibroblasten sowie die Beseitigung
nekrotischer Zellen beschleunigt werden. Diese Hypothese wéare mit einer
histologischen Probe der Spalthautentnahmestelle leicht beweisbar. Es ware dem

Patienten jedoch weder zumutbar noch aus medizinischer Sicht sinnvoll.
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Eine Studie, die die Wundheilung von Spalthautentnahmestellen bei Ratten nach der
Behandlung mit PRP untersuchte, konnte eine signifikant verbesserte Wundheilung
durch eine verbesserte Epithelialisierung und Angiogenese im Bereich der
Entnahmestelle zeigen. Diese Optimierung wurde auf die im PRP beinhalteten
Wachstumsfaktoren und Fragmin-Protamin Mikro Nanopartikel (F-P M-NPs)
zurtickgefuhrt (Takabayashi, Y. et al., 2015, S. 83).

Am 60. Tag postoperativ war der Anteil der abgeheilten Wundoberflache mit einem
der gesunden Haut entsprechenden Kolorit in der PRP-Gruppe signifikant hoher als
in der KG.

Des Weiteren wurde ein deutlicher Rickgang der durch verstarkte Verhornung,
Hautatrophie und verminderte Durchblutung dunkelrot-lila kolorierten Narbenareale
festgestellt (,irregulare® Wundheilung). Dies deutet auf eine erhéhte Konzentration
von WF und auf eine damit verbundenen Optimierung der Wundheilungskaskade und
Neovaskularisierung im Rahmen der PRP-Behandlung hin. Diese Ergebnisse
konnten in vielen anderen Studien, in denen nur eine Beschleunigung der
Wundheilung durch PRP beschrieben wird und keine verbesserten Ergebnisse der
Narbenstruktur festgestellt wurden, nicht bestatigt werden (Kremer, M. et al., 2000, S.
1222; (Soffer, E. et al., 2003, S.521).

Die Wirkung der auf die Wundflache aufgetragenen Wachstumsfaktoren ist zeitlich
limitiert. Aktivierte Thrombozyten sezernieren bis zu 9 Tage lang weiter WF. Die
weitere Produktion von WF wird im spateren Verlauf der Wundheilung von
Makrophagen Ubernommen (Tabayashi, Y. et al.,, 2015, S.83). Die positiven
Ergebnisse  nach abgeschlossener Wundheilung auf die abgeheilten
Narbenstrukturen am 60. Tag postoperativ kénnen also nur durch eine initial positive
Wirkung der Wachstumsfaktoren sowie einer Beschleunigung in der initialen Phase

der Wundheilung erklart werden.

Analyse 3

Beurteilung der Ergebnisse des Vancouver Scar Scale

Durch den modifizierten VSS-Score konnte auf die Durchblutung und auf die
postoperative Narbenbildung eingegangen werden.
Am 3. Tag postoperativ zeigte sich dabei ein deutlich erhéhter Gesamtscore des VSS

in der PRP-Gruppe. Dies kann aufgrund der beinhalteten Kriterien, wie
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Pigmentierung, Dehnbarkeit, Hohe und Durchblutung, im Sinne eines schnelleren
Verlaufs bzw. Beginns der initialen Wundheilung interpretiert werden.

Keine Verbesserung konnte am 7. und 10. Tag postoperativ bei der Durchblutung der
Wundbereiche in beiden Gruppen festgestellt werden.

Wie auch schon in der Analyse 2 konnte am 60. Tag postoperativ ein signifikant
verbessertes Narbenkolorit der behandelten Wundoberflache in der mit PRP
behandelten Patientengruppe dokumentiert werden.

Ein vermehrtes Vorkommen regelgerechter Hautfarben abgeheilter Narbenstrukturen
in der PRP-Gruppe zeigt eine erfolgreiche Reepithelialisierung und eine gute
Umwandlung dieser Oberflachenstrukturen in ein dichtes bindegewebeartiges
Narbengewebe bzw. in eine regelgerechte Hautoberflache in der PRP-Gruppe. Auch
dieses Ergebnis ist mit einer erhdhten Konzentration von WF im Rahmen der PRP-
Behandlung vereinbar. Der Erfolg der Behandlung lasst sich auch hier wieder erst
nach abgeschlossenem Wundheilungsverlauf beurteilen, was fir die positive Wirkung
der WF in der initialen Phase der Wundheilung spricht. In der Literatur konnten diese
Annahmen bereits bestatigt werden. So wurde in einer Studie, in der Gewebeproben
als histologische Praparate unter dem Mikroskop auf die Wirkung von PRP auf
Weichgewebsdefekte untersucht wurden, bei gleicher Anreicherung eine signifikant
schnellere Epithelialisierung und Gefal3einsprossung in den ersten Wochen erreicht
werden (Lindeboom, J. A. et al., 2007, S. 133). Auch bei der intradermalen Injektion
von PRP in Spalthautentnahmestellen bei Ratten ergab sich eine bessere und vor
allem schnellere Epithelialisierung und Angiogenese durch die im PRP beinhalteten
WF und F-P M-NPs, welche diesen wundheilungsférdernden Prozess signifikant
unterstitzten (Takabayashi, Y. et al., 2015, S. 83).

Es kann also eine schnellere Epithelialisierung und Angiogenese in den ersten
Wochen der Wundheilung durch eine Behandlung mit PRP angenommen werden.
Diese initiale Behandlung nimmt aber dann auch im spateren Verlauf der
Wundheilung gro3en Einfluss auf eine klar verbesserte Umwandlung in ein dichtes,
bindegewebsartiges Narbengewebe. Es konnte also eine weiter fortgeschrittene und
schnellere Narbenreifung bei der Behandlung mit PRP festgestellt werden.
Interessant ware es diesen Prozess der Narbenreifung weiter zu verfolgen und die
Narbenoberflache nochmals nach etwa 100 Tagen zu untersuchen und zu

vergleichen.
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4.2 Morphometrische Bildanalyse

Diese Analyse stellte eine quantitative Beurteilung der Wundheilung zu den
unterschiedlichen Messzeitpunkten dar, um den individuellen Stand der Wundheilung
in den beiden Gruppen vergleichen zu kdnnen.

Bei der Beurteilung der Wundoberflache mittels Morphometrie handelt es sich um
eine materialunterstitzte Methode. Diese kommt von allen in dieser Studie
verwendeten Methoden einer objektiven Beurteilung der Wunde am nachsten.
Signifikante Ergebnisse konnten zu allen vier Dokumentationszeitpunkten erzielt
werden. Die elektronisch gemessenen Werte entsprechen einer Zunahme an
Granulationsgewebe, Schorf und Fibrinbelag am 3., 7. und 10. Tag postoperativ. Dies
lasst auf eine verbesserte und komplikationsfreiere Wundheilung in der PRP-Gruppe
schlieBen. Erstaunlich ist, dass gegeniber dem VSS nur in der Anfangsphase dieser
Studie ein Unterschied bewertet werden konnte. Dies mag an den erhobenen
Kriterien oder an dem subjektiven Empfinden des Behandlers liegen.

Am Nachsorgetermin (60. Tag postoperativ) ist ein geringerer Anteil an
Granulationsgewebe, Fibrinbelag und Schorf mit einem reduzierten Anteil an
Wundheilungsstorungen in der PRP-Gruppe gleichzusetzen. Dabei wiesen 14 von 17
Patienten in der PRP-Gruppe (82 %) und 6 von 13 Patienten in der KG (46 %) eine
vollstandig bedeckte Spalthautenthnahmestelle auf.

Ein Grund fur die positiven Ergebnisse kdnnte der signifikant erhéhte Anteil an Fibrin
auf der Wundoberflache sein. Fibrin stellt fir die Wundheilung einen wichtigen
Bestandteil der reaktiven Wundoberflache dar. Dabei fuhrt die Umwandlung von
Fibrinogen zu Fibrin bei der Bildung eines gewilnschten Wundschorfes zum
erfolgreichen Verlauf der Wundheilung. Es wurde in Studien die Ho6he der
Fibrinogenkonzentration als Indikator fur die Heilungseffizienz gesetzt und
dokumentiert, dass Geschwindigkeit und Ausmall des Wundverschlusses durch
diese Konzentration determiniert werden (Soffer, E. et al., 2003, S. 521).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass sich durch eine Behandlung der untersuchten
Wundoberflachen mit PRP bessere Bedingungen fir die physiologisch ablaufende
Wundheilung an den Tagen 3, 7 und 10 postoperativ schaffen lassen und sich
gleichzeitig eine deutliche Reduktion von Wundheilungsstérungen am Tag 60

postoperativ zeigt.
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Das in dieser Studie verwendete Bildbearbeitungsprogramm ImageJ stellt ein freies
Programm mit leistungsstarken Tools mit einfacher Bedienung dar. Es ist mittlerweile
eine bewahrte Methode zur Histomorphometrie in Bildern oder Bewegbildern, in
denen Zellen separiert, gezahlt und bearbeitet werden sollen. Bei der Analyse von
angefarbten Zellen bzw. Strukturen in histologischen Schnittbildern wird das
Programm schon seit einiger Zeit erfolgreich angewendet (Trabuco, J. R. et al, 2015,
S. 143-72; Beier, J. et al.,, 2007, S. 860-866). In den meisten Féallen soll die
maximale Menge und/oder die grofte bzw. kleinste Flache ermittelt werden. Dies
stellt jedoch durch die arbitrare Einstellung der Schwellenwerte fur jedes Bild auch
eine mogliche Fehlerquelle dar und ist somit auch semiobjektiv. Durch die
Anwendung spezieller morphologischer Bildfilter, wie ImageJ, kann aber auch eine
signifikante  Verminderung von Strukturartefakten in den auszuwertenden
histologischen Proben erzielt und somit eine verbesserte strukturelle Segmentierung
erreicht werden (Beier, J. et al., 2007, S. 860—866).

4.3 Analyse der Laborparameter

4.3.1 Bestimmung der Thrombozytenfunktion

Bei dem in dieser Studie durchgefihrten Trap-Test wird der Anstieg des
Wechselspannungswiderstandes nach einer Aktivierung der Thrombozyten als sog.
.Flache unter der Aggregationskurve* (AUC) mit der Einheit AU/min ermittelt. Es
handelt sich dabei also um eine Zunahme des Widerstandes pro Minute. Die
Aktivierung der Thrombozyten erfolgt dabei mit dem TRAP-6 Peptid, welches die
Bindung von Thrombin an die Thrombin-Rezeptoren der Thrombozyten imitiert und
zu einer starken Aktivierung der Thrombozyten fuhrt, wodurch die Notwendigkeit
einer Verstarkung durch die Cyclooxygenase entfallt. Es wird ein Ergebnis erzielt,
das die sog. ,prinzipielle Stimulierbarkeit der Thrombozyten* beschreibt und sensitiv
auf verschiedenste Antikoagulanzien, wie ASS, Clopidogrel, GPIIb/llla, reagiert. Der
Referenzbereich und die Zielwerte liegen bei 941-1.563 AU/min (Toth, O. et al.,
2006). Die Uberpriifung der physiologischen Thrombozytenfunktion ist notwendig,
um die Aktivierbarkeit und die Ausschittung von WFs sicherstellen zu kénnen. Um
dies zu erreichen, muss der gemessene Wert der Proben im Referenzbereich liegen.
Die durchgefihrte Analyse diente dem Ausschluss von vorliegenden
Thrombozytenfunktionsstorungen oder anderen Stérfaktoren und wurde nicht weiter
52



Diskussion

statistisch bewertet. Wichtig war fur diese Studie den Nachweis einer Aggregation
und der damit einhergehenden Freisetzung von WF erbringen zu kdnnen.

Die Messungen ergaben eine Aktivierung der Thrombozyten, die unabhangig von der
Ausgangszahl der Thrombozyten und des Anreicherungsfaktors des PRP zu sein
scheint. Es lagen 5 von 17 Proben im Richtwertbereich von 941-1.563 AU*min und 6
von 17 Proben knapp unter diesem Zielwert. Bei den Patienten 3, 6 und 7 konnte nur
ein geringer Aktivierungsbefund ermittelt werden. Obwohl die Proben der Patienten
13 und 15 noch deutlicher vom Referenzbereich abweichen, zeigen sie eine sog.
Restfunktion. Der Referenzbereich war fir diese Studie klinisch nicht relevant, da die
Dauer der Aktivierung zweitrangig war — es ging lediglich um eine ja/nein
Entscheidung. Daraus lasst sich die Fahigkeit zur Aktivierung der verwendeten
Thrombozyten bei allen Proben verifizieren. Es lasst sich bestéatigen, dass trotz
Anreicherung, Aggregation und Praparation der Thrombozyten eine Funktion der

Thrombozyten im PRP gewahrleistet ist.

Die Indikation zur Bestimmung der Thrombozytenfunktion ergibt sich in dieser Studie

aus zwei bedeutsamen klinischen Fragestellungen:

 dem notwendigen Ausschluss einer medikamentdsen
Thrombozytenaggregationshemmung bei der OP-Vorbereitung;
» dem Ausschluss einer Resistenz gegen Thrombozytenaggregationshemmung

(ASS, Clopidogrel) bei der Pravention von Thromboembolien.

In dieser Studie war es von Bedeutung, die ausreichende Thrombozytenaktivitat der
teiinehmenden Probanden darzustellen. Eine Normalfunktion der Thrombozyten
konnte in 76 % der Proben ermittelt werden. Es ist bekannt, dass die Funktion der
Thrombozyten im peripheren Blut gesunder Patienten nicht immer diesen Richtwert
erreicht, ohne dass dies klinische Folgen fur den Patienten hat (Robier, C. et al.,
2010, S. 126). Eine leichte Abweichung vom Richtwert (941-1.563 AU*min) kann
somit als Klinisch nicht relevant eingeschéatzt werden. Der Normbereich der
Thrombozytenfunktion gilt aulBerdem fir die Funktion der Thrombozyten im
peripheren Blut, nicht im PRP. Es wird ebenfalls h&aufig belegt, dass alle
Antikoagulanzien die Thrombozyten aktivieren und eine vorzeitige Degranulation
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auslésen konnen. EDTA und Heparin spielen dabei die gréf3te Rolle. Nach heutigem
Wissensstand ist Citrat das Antikoagulanz der Wahl, um eine vorzeitige Aktivierung
und damit eine verfrihte Ausschittung der Wachstumsfaktoren zu vermeiden, da es
den Thrombozyten ein hohes MalR an Membranstabilitdt bietet (Efeoglu, C. et al.,
2004, S.1403-1407). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie Citrat im
Herstellungs- bzw. Zentrifugationsvorgang als Antikoagulanz verwendet.

Ein weiterer moglicher Grund bei der Abweichung der Thrombozytenfunktion vom
beschriebenen Normwert kénnte eine mechanische Aktivierung durch den Kontakt
mit GefaRen, Pipettierspitzen oder anderen Gegenstanden wahrend des
Herstellungsprozesses gewesen sein. Aul3erdem stellt der Zentrifugationsvorgang
selbst ein hohes Mal3 an mechanischer Belastung dar. Grundséatzlich besteht diese
Maglichkeit bei der Herstellung von PRP und muss in dieser Studie ebenfalls kritisch
betrachtet werden.

Zu den vom Hersteller beschriebenen Einschrankungen der Testergebnisse gehort u.
a. das Vorliegen von Erythrozyten im PRP. In diesen Fallen konnte eine Minderung
der insgesamt erfolgten Aggregation beobachtet werden (Toth, O. et al., 2006,
S.781).

Diese Aussage wurde durch diese Studie bestarkt, da sich im hergestellten PRP
grundsatzlich eine geringe Menge an Erythrozyten befand. Erst eine
vollautomatisierte und standardisierte Herstellung von PRP koénnte eine
erythrozytenfreie PRP-Probe ermdglichen und sollte zukinftig eines der Ziele bei der
Entwicklung einer solchen Zentrifuge darstellen.

Grundsatzlich legt die Fachliteratur in Bezug auf PRP-Behandlungen grol3en Wert
auf die Messung der Thrombozytenfunktion im Zusammenhang mit PRP, da nur
durch eine physiologisch ablaufende Aggregation der Thrombozyten die WF
freigesetzt werden kdnnen (Eppley, B. L. et al., 2006, S. 145; Castillo, T. N. et al.,
2011, S. 266; Busch, C. et al., 1976, S. 493).

4.3.2 Herstellung und Anreicherung des PRP

In dieser Studie sollten die klinischen Grundlagen fir die Herstellung einer
vollautomatisierten Zentrifuge fur die standardisierte Herstellung von PRP geschaffen
werden. Ziel sollte es sein, Standardprogramme fur die einzelnen
Behandlungsindikationen, z. B. Hart- und Weichgewebsdefekte, zu entwickeln, um
vorhersagbare Produkte zu erzielen.
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In dieser Studie unterlag die Herstellung des PRP durch das nicht automatisierte
Abpipettieren der einzelnen Blutbestandteile aus den CPDA-R6hrchen
behandlerabhangigen Schwankungen.

Bei den an der Studie teilnehmenden Patienten wurde zu Beginn der Operation die
aktuelle Anzahl der Thrombozyten im Vollblut gemessen und spater mit der
Thrombozytenzahl im  Konzentrat verglichen. Hieraus liel3 sich der
Anreicherungsfaktor errechnen. Aufgrund der Bildung von Thrombozytenaggregaten
im PRP konnte nur ein sicherer Mindestwert gemessen werden. Dass es sich dabei
um einen gemessenen Mindestwert handelte, wurde durch ein ,+“ nach der
Thrombozytenanzahl dokumentiert. Diese Aggregate filhrten bei der absoluten
Zahlung der einzelnen Thrombozyten rechnerisch zu einer zu niedrigen
Anreicherung, lassen aber eine Aussage Uber einen sicheren Mindestwert zu. Die
Gefahr, durch Riesenthrombozyten einen falschen Mindestwert zu erreichen, ist
dabei zu vernachlassigen.

Berucksichtigt werden miussen bei den vorliegenden Ergebnissen auch die oben
beschriebenen analytischen Stéreinflisse bei der Thrombozytenausgangszahl, zu
denen u. a. hamatologische Erkrankungen oder Thrombozytenfunktionsstérungen
durch Bestrahlung der Patienten, gehdren kénnen.

Diese Storeinflisse kdnnen mdgliche Ursachen fir Schwankungen bei den
Ergebnissen darstellen.

In einer Pilotstudie wurden die Zentrifugationsparameter im Rahmen des Projektes
~-RotiSan-Wundheilungsforderung durch Thrombozytenkonzentrate* des Lehrstuhls
fur Medizintechnik der Technischen Universitadt Minchen in Garching und der Firma
Hettich in Tuttlingen erarbeitet. Es war das Ziel, eine moéglichst hohe Anreicherung
von Thrombozyten im PRP zu erreichen. In den meisten veroéffentlichten Studien
wurden verschiedene Zentrifugationsparameter verwendet und 1-4
Zentrifugationsdurchgange vorgenommen (Eppley, B.L. et al., 2006, S.147); (Ishida,
K. et al., 2007, S.1103); (Kasten, P. et al., 2006, S.68); (Leitner, G.C. et al., 2006,
S.135); (Lindeboom, J.A. et al., 2007, S.133); (Marx, R.E., 2004, S.489).

In der vorliegenden Studie wurde durch zwei Zentrifugationsdurchgange eine
durchschnittliche Thrombozytenzahl von 939+ (1073/ul) im peripheren Patientenblut
erreicht, was einem durchschnittlichen Anreicherungsfaktor von 4,4 entspricht. Es ist
anzunehmen, dass aufgrund der oben beschriebenen Bildung von

Thrombozytenaggregaten die absolute Anzahl der im PRP vorhandenen
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Thrombozyten gréf3er ist als dokumentiert und damit auch die Ausschittung an WF.
Vergleichsweise wird in den meisten Vero6ffentlichungen ein Faktor von 3,5-10,5 flr
die Thrombozytenanreicherung angegeben (Eppley, B.L. et al., 2006, S.147); (Ishida,
K. et al., 2007, S.1103); (Kasten, P. et al., 2006, S.68); (Leitner, G.C. et al., 2006,
S.135); (Lindeboom, J.A. et al., 2007, S.133); (Marx, R.E., 2004, S.489).

In der Literatur zeigt sich, dass es fur jede Indikation auch eine empfohlene
Anreicherung gibt. So beschreiben Weibrich et al. eine zwei- bis dreifache
Anreicherung fur die Behandlung von PRP im Zusammenhang mit extraoralen
Weichgewebsdefekten (Ulkusbehandlung) als sinnvoll. Anreicherungen von mehr als
5 scheinen die Wundheilung nicht positiv zu begunstigen, eher sogar negativ zu
beeinflussen (Weibrich, G. et al., 2004, S.665).

Fur Weichgewebsdefekte im Bereich der oralen Schleimhaut wird eine beschleunigte
und gute Wundheilung bei einem Anreicherungsfaktor von 4-5 angegeben (Eppley,
B.L. et al.,, 2004; , S.174). Die klinischen Ergebnisse dieser Studie geben Hinweis auf
eine regelgerechte Ausschittung der WF bei dem in dieser Studie erreichten
Anreicherungsfaktor von 4,4.

In der vorliegenden Arbeit konnte aufRerdem keine Korrelation zwischen der
Ausgangsthrombozytenzahl und der erreichten Anreicherung nachgewiesen werden
(siehe Abb. 32). Es konnte somit gezeigt werden, dass ein hoher Ausgangswert an
Thrombozyten nicht automatisch zu einer héheren Anreicherung fuhrt.

Mit einem Anreicherungsfaktor von 4,4 befindet sich die hier vorliegende Studie
etwas uber diesem gewiinschten Bereich, es kann aber trotzdem von einer optimalen
Ausschittung von WF und einer damit verbundene Optimierung des

Wundheilungsverlaufs gesprochen werden.

4.3.3 Applikation des PRP

Es ist anzunehmen, dass die Applikation des PRP eine Rolle spielen kann. Dies lasst
sich anhand von Beobachtungen belegen. UnregelméalRige Wundflachen und die Art
der Applikation bzw. der Applikationsmenge koénnen Einfluss auf das Ergebnis
nehmen. Eine homogene Applikation ware sinnvoll, um lokal eine zu hohe
Konzentration zu vermeiden. Eine Madglichkeit konnte eine gelartartige
Tragersubstanz sein, die ahnlich wie bei dem bereits bekannten sog. ,Fibrinkleber*
eine viskose Konsistenz haben und somit insbesondere auf grof3en, planen Flachen
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besser verteilt werden kénnten. Denkbar waren auch Verbandsmaterialien, die mit
PRP getrankt auf die Wundflache aufgelegt werden.

In dieser Studie wurde das PRP mit einer sterilen Kanuile in flissiger Form
gleichmaliig verteilt. Es konnten durch diese manuelle Applikation punktuelle ,PRP-

Anhaufungen* nicht vermieden werden.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von PRP auf die Wundheilung
oberflachlicher Wunden (Spalthautentnahmestellen) untersucht. Dabei wurde aus
patienteneigenem Vollblut durch einen mehrstufigen Zentrifugationsvorgang das sog.
PRP gewonnen und dieses intraoperativ auf die Spalthautentnahmestellen
aufgetragen.

Die Proben wurden jeweils in zwei Durchgangen mit folgenden Parametern

zentrifugiert:

1. Zentrifugationsdurchgang: 1.750 g (RZB) fir 6 Minuten;
2. Zentrifugationsdurchgang: 2.250 g (RZB) fur 9 Minuten.

Die Zentrifugationsparameter wurden in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fur
Medizintechnik der Technischen Universitat Minchen (Prof. Dr. Dr. Wintermantel) im
Zuge einer vorklinischen Pilotstudie sowie mit der Firma Hettich (Andreas Hettich
GmbH & Co KG, Tuttlingen) erarbeitet.

Das optimale Ergebnis einer geschlossenen Epitheldecke sollte bei PRP-Behandlung
(17 Patienten) schneller und komplikationsarmer als in der Kontrollgruppe (13
Patienten) erreicht werden. Frihere Studien zeigen, dass die thrombozytéren
Wachstumsfaktoren einen positiven Effekt auf die Wundheilung bewirken, dabei
scheint deren Anreicherung einen entscheidenden Einfluss zu haben. Mit TRAP-Test
und hydrodynamischer Fokussierung wurde die Aktivierbarkeit der Thrombozyten
nachgewiesen und die Thrombozytenanreicherung bestimmt. Die Aktivierbarkeit der
im PRP befindlichen Thrombozyten ergab bei allen Proben ein positives Ergebnis
und die durchschnittliche Thrombozytenanzahl lag bei 890+ (Konzentration [1073/ul],
der durchschnittliche Anreicherungsfaktor bei 4,4). Dokumentiert wurde der
Wundheilungsprozess fotographisch und mit Auswertungsbégen am 3., 7., 10. und

60. Tag postoperativ.
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Schlussfolgerung:

Patienten, die mit PRP behandelt wurden, zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe:

* nach 60 Tagen postoperativ signifikant haufiger eine vollstdndig geschlossene
Epitheldecke im Wundbereich,;

» signifikant seltener Wundheilungsstérungen;

* ein verbessertes Ergebnis beziglich der Narbencolorierung und

Narbenstruktur.

Grundsatzlich kann festgestellt werden,

» dass die Aktivierbarkeit der im PRP befindlichen Thrombozyten bei allen
Proben mdglich war,

* dass 14 von 17 Patienten in der PRP-Gruppe (82 %) und 6 von 13 Patienten
in der KG (46 %) eine Wunde mit vollstandig geschlossener Epitheldecke

aufwiesen.

Die mogliche Anwendung von PRP ist vielfaltig und beschrénkt sich in der bisherigen
Fachliteratur auf die Behandlung chronischer, diabetischer Ulzera, Behandlungen in
der maxillofazialen Chirurgie und in der Orthopadie. Die stimulierende Wirkung von
PRP auf Fibroblasten, Endothelzellen, Osteo- und Chondroprogenitorzellen sowie
mesenchymalen Stammzellen ist dabei mittlerweile unumstritten.

In dieser Studie konnte ein durchaus positives Fazit fur die Behandlung von
oberflachlichen, iatrogen und standardisiert gesetzten Weichgewebsdefekten mit
PRP gezogen werden. Vor allem die asthetisch verbesserten Ergebnisse bei den
abgeheilten Spalthautentnahmestellen nach abgeschlossener Wundheilung und das
signifikant verringerte Vorkommen von Wundheilungsstérungen wahrend der
Wundheilung sind hier hervorzuheben. Ob die erzielten Ergebnisse jedoch Aufwand
und zusatzliche Kosten bei unkomplizierten, oberflachlichen Wunden wie
Spalthautentnahmestellen rechtfertigen, sollte nochmals Uberdacht werden. Auch

aus den in dieser Arbeit diskutierten Problemen bei der Versorgung von
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Spalthautentnahmestellen findet im klinischen Alltag immer mehr Vollhaut anstatt

Spalthaut als Deckung fur diese Defekte Verwendung.
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7 Anhang

7.1 Patientenaufklarungsbogen

o] 1T

HEnGm rachis der s

WOl Tur MEOG-Thwage  Flnum rechi e bor 2SS Mnchen

Patienteninformation zur Studie

- Testvon Kdrpereigenen Wachstumsfaktoren zur Verbesserung
der Wundheilung an Transplantatentnahmestellen”

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Ihre Operation steht bevor,
‘Wirmichten Sie gerne iber den Inhaltunserer klinischen Studie
informieren.

Ziel der Studie:

In derAbteilung fur Mund-, Kiefer- und Gesichischirurgie finden taglich
viele chirurgische Eingriffe statt. Die Oberwiegende Mehrzahl heilt
komplikations- und folgenlos ab. Leider karmmt es aus noch nicht ganz
gekldrten Umstinden in Einzelfallen zu einer Stérung der Wundheilung.
Dies kann einerseits zu einemzweiten Einariff oder aber zu asthetisch
ungenigenden Ergebnissen fihren. Ziel der derzeitigen Forschung ist
es zum einen die Ursachen der Wundheilungsstirungen zu erforschen
und zum anderen vorbeugende Malknahmen zu entwickeln.

In dervorliegenden Studie sollen kirpereigene Wachstumsfaktoren aus
einer geringen Menge lhres Blutes gewonnen werden. Diese
kiirpereigenen Wachstumsfaktoren befinden sich in speziellen

Blutzellen, den sog. Blutplattchen. Diese sollen in einem speziellen |

Verfahren von den dbrigen Blutzellen iscliert und auf die Wundflache
aufgebrachtwerden. In regelmaiigen Abstanden wirddann die Wunde
beobachtet und der Fortschritt der Heilung dokumentiert.

Ziel der Studie ist es, das autologe Thrombozytenkonzentrat - aus
Eigenblut gewonnen- als Wundauflage mit der herkd mmiichen Technik
(Abklebung durch PflasteriWundfolien) zu wvergleichen und zur
Rekonstruktion von Spalthautentnahme—und Transplantatentnahme -
defekten zu etablieren.

Unsere Studie wird randomisiert durchigefihnt. Welches Verfahren bei
Ihnen zur Anwendung kommt, wird per Losverfahren bestimmt.
Voraussetzung zur Teilnahme an der Studie ist |hr geschatztes
Einverstandniss.

Ihre Teilnahme an der Studie ist freiwillig und kann von Ihnen
Jjederzeit widerrufen werden. Samtliche Daten, die aus dieser
Studie  gewonnen werden, ‘werden anonymisiert und
ausschlieBlich fir wissenschaftliche Zwecke {(Publikationen,
Vortrage und Prasentationen) verwendet. Sie konnen jederzeit
ohne Angaben von Grinden die Teilnahme an der Studie beenden.
Es entstehen kKeinerlei Nachteile fur Sie.

Abb.34: Patientenaufklarungsbhogen Seite 1
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Anhang

Im Folgenden wird der genaue Ablauf vorgestelit:

1
2

Es wird Ihnen wahrend der Qperation etwa 30 ml Blut aus der
Yene abgenommen.

Ein kleiner Teil Ihres Blutes wird an unser Labaor gesandt. In
diesem Blutwird die genaue Anzahlvon Blutplattchen ermittelt.
Der Rest lhres Blutes wird in einer Zentrifuge aufbereitet.
Diadurch lassen sich die Blutplattchen aus [hrem Blut isolieren.
Dies geschieht im Operationssaal direkt neben Ihnen, sodass
eine Verwechslung des Blutes ausgeschlossen werden kann.

. DieBlutplattchen werden dann auf die Wunde steril aufgebracht

und im Anschluss wird ein Verband Gber die Wunde gelegt.

In regelmaligen Anstanden wird auf Station der Verband
abgenommen und die Wunde begutachtet sowie dokumentiert
(Fota}.

Mdgliche Risiken bei einer Teilnahme an der Studie bestehen nichi, da
ausschliefflich Ihre kiirpereigenen Substanzen verwendet werden und
diese nur aberflachlich aufgetragen werden.

Ergeben sich fiir Sie Vorteile wenn Sie an der Studie teilnehmen?

Durch lhre Teilmahme an der Untersuchung kénnen sich fir Sie die
Vorteile ergeben, die aufgrund der neuen Rekonstruktionstechnik oben
bereits skizziert wurden. Im Wesentlichen kdnnten dies reduziere
Verbandwedhsel und eine schnellere Wundheilung sein. Ferner kéinnen
die beilhnen erncbenen Daten beitragen diese Technik in der Zukunft
im Bereich der wiederherstellenden Chirurgie zu etablieren.

Fiir Fragen stehen wir Ihnen jederzeit zu Verfigunag.

Abb.35:Patientenaufklarungsbogen Seite 2
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Einwilligung zur Teilnahme an der Studie

w1estvon kirpereigenen Wachstumsfaktoren zur Verbesserung
der Wundheilung an Transplantatentnahmestellen”

it meiner Linterschrift bestatige ich, dass mich
umfassend dber die Studie, deren
Yerlauf, mogliche Risiken und Bedingungen aufgeklart hat. Ich
bestdtige, dass ich ausreichend Zeit und Moglichkeit hatte,
nachzufragen und detaillierte Erklarungen einzuholen. lch stimme
auferdem zu, dass alle gewonnenen Daten nur anonymisiert zu
wissenschafilichen Zwecken wie fur Publikationen, Vorrdge und

Frasentationen verwendet werden dirfen.

Mir ist bekannt, dass mir bei Ablehnung der Teilnahme an der Studie
keinerlei Machteilein der Behandlung entstehen und ich auch zu einem
spateren Zeitpunkt mein Teilnahme jederzeit widerrufen kann, chne
dass mir daraus weder diagnostische oder therapeutische Machteile
noch zusatzliche Kosten fir meine weitere medizinische Betreuung
entstehen.

ch bin damit Einverstanden, dass die 0.g. Technik wahrend der
anstehenden Cperation durchgefihrt wird.

Ich  werzichte auf eine ewventuelle wirtschaftliche ®MNutzung
wissenschaftlicher Ergebnisse.

Yon der Patienteninformation habe ich ein Exemplar erhalten.

|ch gebe freiwillig meinEinverstandnis, an dieser Studie teilzunehmen.

Datenschutzpassus

Die gewonnenen Daten werden streng vertraulich und anonymisiert
behandelt. Sie dienen ausschlieitlichwissenschaftichen Zwecken. Eine
Weitergabe an Dritte erfolgt nicht.

Klinikum rachts dar Isar
Amnstalt des dFentlichen
Rachts
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7.2 Exemplarische Dokumentation der Spalthautent-
nahmestellen in der Kontrollgruppe

Patient 7

Abb.37: Spalthautentnahmestellen ohne PRP; a=3. Tag p  ostoperativ, b=7. Tag postoperativ, c=10. Tag
postoperativ, d=60. Tag postoperativ

Die Wundflache zeigt initial (Abbildung 37a, 37b) eine hypoédmische Tendenz und ist
am linken oberen Randbereich etwas mit Schorf belegt.

Am 7. Tag postoperativ lasst sich eine Blutung auf der Wundoberflache erkennen, die
vor allem in peripheren Bereichen lokalisiert ist. Am 10. Tag postoperativ kann keine
Blutung der Wundflache festgestellt werden und es lassen sich einzelne Fibrininseln
beobachten, die aber auch auf Sekretbildung und nekrotisierte Areale hindeuten
kénnen. Am rechten, oberen Wundrand befindet sich ein Epithelstreifen, der in die
Wunde hineinragt. (Abbildung 37a). Am Tag 60 postoperativ ist eine
Wundheilungsstorung sichtbar. Vorwiegend im rechten Wundflachenbereich

angesiedelt, konnen zahlreiche, rundliche, offene und teilweise mit
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Granulationsgewebe bedeckte Areale beobachtet werden, die nicht regelgerecht
verheilt sind. Die Wundoberflache zeigt ein lila-livide Colorierung und ist nur im
Bereich des belassenen Epithelstreifens regelgerecht epithelialisiert. Beobachtet
werden kann ebenfalls eine vertikale Schrumpfung, die im medianen Bereich der
untersuchten Oberflache am starksten ausfallt (Abb. 37d).

Patient 4

Abb.38: Spalthautentnahmestellen ohne PRP; a=3. Tag p  ostoperativ, b=7. Tag postoperativ, c=10. Tag
postoperativ, d=60. Tag postoperativ

Abb. 38a zeigt Wundréander mit hyperamischen Charakter, die im Verlauf der Heilung
abnehmen. Man kann an den Randern die Bildung von Schorf und kleine, runde,
gleichmalig auf der Wunde verteilte Epithelinseln beobachten. Auf den Abb. 38a,
38b, 38c scheint die Wunde reizlos, auf Abb. 38d postoperativ lasst sich jedoch eine
starke Wundheilungsstorung erkennen. Diese &auf3ert sich durch abnorme R6tung
und kreisférmige mit Schorf und Granulationsgewebe bedeckte, offene Wundflachen.
Nekrotisierte Areale sind erkennbar. Es liegt keine signifikante Schrumpfung der
Wundflache vor.
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Patient 10

Abb. 39: Spalthautentnahmestellen ohne PRP; a= 3.Tag  postoperativ, b= 7.Tag postoperativ, c= 10.Tag
postoperativ, d=60. Tag postoperativ

Die Wundtextur ist anfanglich (Abb. 39a) hypoamisch und geht im Verlauf der
Heilung in eine abnorme R&6tung der Wundflache dber, die am 10. Tag postoperativ
als Indiz fur eine Wundheilungsstorung angesehen werden kann. Es zeigt sich dabei
eine trockene, rotliche und hyperplastische Wundoberflache mit nekrotischen
Anteilen am rechten unteren Wundflachenrand. Am unteren mittigen Wundrand ist
ein belassener Epithelstreifen und am oberen Wundrand sind belassene
Epithelinseln sichtbar. Diese Bereiche bleiben bei abgeschlossener Wundheilung als

gut epithelialisierte und kaum vernarbte Bereiche erkennbar (Abb. 39c, 39d).
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7.3 Exemplarische Dokumentation der Spalthautent-
nahmestelle unter Behandlung mit PRP

Patient 1

Abb. 40: Spalthautentnahmestellen mit PRP; a= 3.Tagp  ostoperativ, b= 7.Tag postoperativ, c= 10.Tag
postoperativ, d=60.Tag postoperativ

Die Wundoberflache zeigt am 3. Tag postoperativ eine hyperamische und partiell mit
Schorf bedeckte Struktur (Abb. 40a). Diese bekommt im Verlauf der Wundheilung
eine hypoamische Oberflachentextur. Granulationsgewebe und Schorf befinden sich
hauptsachlich direkt am Wundrand. Die Epithelinseln sind auf Abb. 40a, 40b, 40c
deutlich und gleichméaRig auf der Wundflache erkennbar. Am 7. und 10. Tag
postoperativ scheint die Wundoberflache mit Schorf, Granulationsgewebe und Fibrin
bedeckt zu sein. Am 60. Tag postoperativ hingegen zeigt sich die
Spalthautentnahmestelle  gleichmallig, unauffalig und homogen, ohne
hyperplastische Narbenbildung und ohne erkennbare Schrumpfung abgeheilt. Die
Narbe zeichnet sich durch eine unauffallige und gewdhnliche Pigmentierung aus
(Abb. 40d).
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Patient 8

Abb.41: Spalthautentnahmestellen mit PRP; a=3. Tag po  stoperativ, b=7. Tag postoperativ, c=10. Tag
postoperativ, d=60. Tag postoperativ

Die Wundtextur ist hyperamisch und grof3flachig mit Schorf belegt. Es lasst sich eine
Schicht aus Blut- und Wundbestandteilen vermuten (Abb. 41a, 41b, 41c). Am 10. Tag
postoperativ. kommen zu den genannten Bestandteilen auch kleine nekrotische
Wundareale hinzu. Die im Verlauf der Wundheilung erfolgende Epithelialisierung ist
gut zu erkennen.

Am 60. Tag postoperativ ist die Wundflache vollstandig und gré3tenteils homogen mit
Narbengewebe geschlossen. Eine Schrumpfung der Wundoberflache in vertikaler

Richtung ist tendenziell vorhanden.
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Patient 13

Abb.42: Spalthautentnahmestellen mit PRP; a=3. Tag po  stoperativ, b=7. Tag postoperativ, c=10. Tag
postoperativ, d=60. Tag postoperativ

Die Oberflachenstruktur ist auf Abb. 42a mit einer dunnen Schicht aus
Blutbestandteilen bedeckt. Schorf- und Granulationsgewebe sind lediglich an den
Wundrandern gering ausgepragt. Epithelinseln sind auf der gesamten Wundflache
vorhanden. Die Wundheilung verlauft unauffallig und gut (Abb. 42a, 42b, 42c).

Am 60. Tag postoperativ ist die gesamte Wundflache homogen mit Narbengewebe
geschlossen. Durch die dunklere Pigmentierung lasst sich im rechten
Wundflachenbereich eine geringfugig hyperplastische Narbenbildung vermuten, die
mit einem entsprechend gréf3eren Anteil an Granulationsgewebe auf Abb. 42a, 42b
und 42c einhergeht. Die linke Seite zeigt jedoch eine regelgerechte und normale
Pigmentierung und Narbenbildung (Abb. 42d).
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